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INTRODUCTION GENERALE

Les consommateurs du monde industrialisé sont de plus en plus conscients de la relation
entre I'alimentation et la santé. De ce fait, la demande pour une alimentation équilibrée et des
produits alimentaires fonctionnels qui répondent a des besoins spécifiques de santé est en
croissance constante. De telles attentes ont suscité le développement d’aliments apportant une
valeur ajoutée au-dela de leur simple valeur nutritive en ajoutant a ces aliments des

ingrédients bioactifs (Benshitrit et al., 2012).

L'un des défis majeur de I'industrie alimentaire est de fournir des produits répondant aux
besoins nutritionnels tout en leur associant d’autres propriétés, un effet bénéfique sur la santé
et un gout amélioré (Sagalowicz et al., 2010). On constate ainsi une demande croissante de la
part des industriels pour des produits complexes aux propriétés nutritionnelles et

organoleptiques maitrisees.

Ces produits alimentaires que nous consommons sont transformés en formant des
systemes complexes structurés par un ensemble d’ingrédients sont souvent composés
d’ingrédients tels que les protéines et les polysaccharides a cause de leurs propriétés
épaississantes, gélifiantes, stabilisantes et émulsifiantes. Les paramétres qui influencent les
propriétés de chacun de ces biopolyméres sont la masse molaire, la polymolécularité, la
conformation chimique, la concentration, le pH, la force ionique, la température, la qualité
du solvant et enfin la nature et la force des interactions intermoléculaires et

intramoléculaires.

Au cours de la transformation de ces aliments, ces éléments structuraux peuvent étre
modifiés conférant ainsi au systeme de nouvelles fonctionnalités. Les interactions existant
entre ces différents composants déterminent la structure finale, la texture et la stabilité du
produit obtenu. Ces critéres définissent en outre la qualité du produit fini. Une meilleure
connaissance de la structure et des propriétés physico-chimiques des composants a ainsi

conduit a des applications différenciées et spécifiques.

Lorsque ces deux biopolyméres sont mélangés, les propriétés physico-chimiques

deviennent plus complexes. La stabilité et la microstructure des produits ne dépendent plus



seulement des propriétés physico-chimiques des protéines ou des polysaccharides isolés
mais aussi de la nature et de la force des interactions entre les deux constituants. Ces
interactions affectent les propriétés structurales, rhéologiques, physico-chimiques et la

stabilité des mélanges (Merveille, 2011).

De maniére générale, les mélanges de biopolyméres (protéines et les polysaccharides) en
solution aqueuse sont caractérisés par une instabilité die a une prévalence des contributions
entropiques sur les contributions enthalpiques, du fait de la masse moléculaire élevée de ces
macromolécules. Cette instabilité se traduit macroscopiquement par une separation de phase
et conduit, en fonction de 1’équilibre entre les différents types d’interactions solvant-solvant,
solvant-biopolymere ou biopolymeére-biopolymeére, a deux phénomenes bien distincts
(Schmitt, 2000).

Les protéines et les polysaccharides correspondent aux deux biopolymeéres les plus
fréguemment utilisés dans l'industrie alimentaire pour controler les propriétés mécaniques,
structurales ainsi que la stabilité et les propriétés organoleptiques des produits (Dickinson &
Mc Clements, 1996). Les propriétés texturantes et structurantes de ces deux types de
polyméres en mélange dépendent de leurs interactions et de leurs capacités a former des
structures organisées (Tolstoguzov, 1991). D'un point de vue industriel, une meilleure
compréhension des mélanges protéines/polysaccharides représente un enjeu important car
ils sont déja largement mis en jeu dans les produits alimentaires transformés (Norton &
Frith, 2001). C'est dans ce contexte que nous avons choisi de travailler sur un systéme

modele, composé d'un mélange protéine fibreuse/polysaccharide anionique.

Pour notre étude, nous avons considéré un systeme ternaire modele constitué d’une protéine
animale (bovine), la gélatine, d’un polysaccharide végétal, la carboxymethylcellulose sodique

et du solvant le plus largement rencontré dans le domaine alimentaire, 1’eau.

Le choix de la gélatine s’explique pour plusieurs raisons. Il s’agit tout d’abord d’une
protéine trés largement utilisée comme ingrédient alimentaire du fait de ses propriétés tensio-
actives et gélifiantes. D’autre part, on peut 1’obtenir assez facilement en grandes quantités a
un état de pureté élevé. De plus, la structure moléculaire de la gélatine est a I’heure actuelle
trés bien connue ce qui fait que nous pourrons suivre 1’évolution de celle-ci apres

complexation avec la carboxymethylcellulose sodique.



Avec une production annuelle de 330 000 tonnes, la gélatine est devenue un produit de
consommation usuelle que I'on retrouve pratiquement dans tous les domaines de la vie
moderne. L’intérét pour cette macromolécule a été croissant, tant les avantages sont
importants dans la consommation courante: pas de toxicité, quantité abondante de matiéres
premieres disponibles, choix de différentes qualités pour chaque application, compatibilité

avec d’autres constituants dans de nombreuses formulations, etc (Rbii, 2010).

Ses propriétés fonctionnelles uniques font de la gélatine un des ingrédients importants de
I'industrie alimentaire, photographique, cosmétique et pharmaceutique (Schrieber et

Gareis, 2007 ; Segtnan et al., 2003).

La carboxymethylcellulose sodique a également aussi été retenue du fait de son utilisation
intensive dans 1’industrie alimentaire car elle posséde des capacités stabilisantes,
épaississantes de controle de cristallisation et de rétention d'eau. Elle est d’ailleurs largement
utilisée dans un grand nombre de procédés d’encapsulation faisant appel au phénoméne de
coacervation complexe.

Les objectifs principaux de ce travail est de mettre 1’accent sur les paramétres susceptibles
d’influencer les interactions entre les deux biopolyméres. Dans cette perspective nous
cherchons a déterminer le pH et le ratio optimum pour lesquels les interactions sont a leurs

maximums entre la gélatine et la carboxymethylcellulose sodique.

Dans un autre contexte de cette étude le comportement de la gélatine vis-a-vis de la NaCMC,
NaCl, CaCl; et le glucose a été considéré sous I’influence de la concentration totale en

biopolymeres.

Le but étant de comprendre les mécanismes possibles mis en jeu en fonction de la nature
des mélanges obtenus. D’un point de vue fondamental, il est clair que I'effet protecteur de la
NaCMC sur la gélatine et les modifications conformationnelles de 1’helice o sont fortement
influencés par la nature du milieu. Notre objectif est de minimiser au maximum les
changements de structure de I’helice @ pour maintenir la gélatine plus stable et la protéger
contre la dénaturation qui se manifeste durant les procedés de transformation notamment dans

le domaine alimentaire.

Dans le but d’étudier la nature des interactions et d’évaluer les propriétés des mélanges
plusieurs techniques ont été utilisées a savoir 1’(UV-Vis), I’élaboration des digrammes de

phases, I’¢lectrophorése, la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF), le suivi



de I’évolution des parameétres optiques ainsi que du taux d’hélicité de la gélatine par

polarimétrie et enfin une étude morphologique par le microscope a force atomique (AFM).

Pour une étude détaillée et approfondie de cette problématique, le document présenté ici se

compose de trois chapitres.

Ainsi, le premier chapitre débute par des rappels sur les polyéléctrolytes et leur origine, ainsi
qu’une revue générale sur les connaissances acquises sur les biopolyméres a 1’étude telles que
la gélatine et la carboxymethylcellulose sodique qui ont été evoquées et détaillées dans le

premier volet de ce chapitre.

Par contre, le second volet de ce méme chapitre est essentiellement consacré a une revue
bibliographique des études concernant les complexes protéines-polysaccharides. Il débute en
rappelant les bases théoriques de la stabilité des solutions macromoléculaires, puis fait le
point sur I’état des connaissances sur les types d’interactions se produisant dans les complexes

protéine-polysaccharide, I’influence des paramétres physiques et physico-chimiques.

Le deuxiéme chapitre, comprend dans un premier temps les matériaux utilisés, a savoir la
gélatine et la carboxymethylcellulose sodique ainsi que les réactifs exploités. En second lieu

une description détaillée des méthodes expérimentales utilisées dans cette étude.

Le troisieme chapitre est consacré a I'ensemble des résultats obtenus a partir des différents
tests effectués et la discussion de ceux-ci a la lumiere des données bibliographiques

disponibles.



CHAPITRE |
RAPPELS THEORIQUES SUR LES
POLYELECTROLYTES ET LES
COMPLEXES
PROTEINES-POLYSACCHARIDES



I-1. Généralités sur les polyélectrolytes

Les polymeéres sont des molécules composées d’un trés grand nombre de maillons
élémentaires appelés monomeéres. Lorsque ces monomeéres sont chargés, on parle de
polyélectrolytes. On peut les considérés comme étant des polymeéres ioniques comportant un
grand nombre de sites ioniques et ayant une continuité des régions d’interactions ioniques.
Leur présence leur conférent la possibilité de faire partie de notre quotidien. On les trouvent
dans nos produits cosmétiques, au sein de notre nourriture ou entrent dans la composition ou
le métabolisme des organismes (ADN, hyaluronane...) (Onesippe, 2005). Les
polyélectrolytes se caractérisent par leurs groupements ionisés et/ou ionisables qui se
dissocient et sont généralement solvatés dans des solvants polaires. La plupart de ces
polyélectrolytes sont donc solubles dans des solvants polaires comme 1’eau, le polymeére se
dissocie, et apparaissent ensuite des charges sur son squelette et des contre-ions en solution.
La charge est dépendante des groupements chimiques présents et parfois du pH de la solution
(Baigl, 2003). Contrairement aux électrolytes, la coexistence a courte distance des charges sur
un polymere lui confére des propriétés physico-chimiques trés particulieres assez différentes
de celles des polymeéres neutres. La conséquence la plus importante est sans doute la grande
rigidité adoptée par la chaine, qui est dle aux répulsions électrostatiques (Lavalle et al.,
2005). Ces composés macromoléculaires peuvent étre classés selon leur fonctions ionisées
et/ou ionisables sous différentes catégories:

- Selon leurs origines (synthétique, semi-naturelle et naturelle);
- Selon la nature de leurs charges (positives ou négatives, permanentes ou modulables);

- Selon leurs interactions avec le solvant (hydrophile, amphiphile, hydrophobe).
I-2. Origine des polyélectrolytes

Les polyélectrolytes peuvent étre synthétiques, semi-naturels ou naturels. Les
polyélectrolytes synthétiques ont 1’avantage d’étre produits en grande quantité, de présenter
une grande régularité dans 1’enchainement des monomeres ou d’avoir une haute pureté.

Une autre catégorie dite intermédiaire, les polyélectrolytes semi-naturels qui sont issus de la
modification chimique de polymeéres naturels.

Il existe également les polyélectrolytes naturels qui doivent étre extraits puis purifiés. Ils

peuvent présenter des structures chimiques assez complexes (par exemple la structure rigide



du xanthane) (Bejenariu et al., 2009) et sont souvent polymoléculaires et parfois assez
ramifiés. Ils sont néanmoins tres utilisés dans des applications spécifiques grace a leur
biocompatibilité et/ou leur biodégradabilité. Ils sont de plus en plus employés dans
I’élaboration de nouveaux matériaux destinés a des applications médicales et cosmétiques par
exemple.

I-2-1. Polyélectrolytes synthétiques

Les polyélectrolytes naturels se trouvent souvent en petite quantité et leur extraction
demande de grands efforts de purification. Par ailleurs, leur structure chimique est souvent
trés complexe et peu réguliere (polydispersité, ramifications). C’est pourquoi la majorité des
polyélectrolytes utilisés sont des polyélectrolytes synthétiques. Ces derniers sont obtenus
principalement par polymérisation en étapes (polycondensation) ou par polymérisation en
chaine (polymérisation ionique, radicalaire). Les (poly-diallyldiméthylammonium)
(PDADMA) ainsi que les poly (vinylbenzyltriméthylammonium) (PVBMA) sont des
polycations synthétiques trés étudiés notamment dans la complexation (Hamano et al., 1998;
Petzold et al., 1998). Les poly (styrene) sulfonates (PSS) sont retenus comme exemples de
polyélectrolytes anioniques synthétiques. lls sont utilisés en particulier dans les piles a
combustible (Chen et al., 2004). Les poly (phophates) (PP) sont des polymeéres anioniques
exploités dans la complexation pour la délivrance de principes actifs (Kargina et al., 1999).
Leur structure chimique respective est présentée dans la Figure 1.1.

I-2-2. Polyélectrolytes semi-naturels

De nombreux polysaccharides neutres sont modifiés afin de devenir des polyélectrolytes.
Ces polyélectrolytes semi-naturels peuvent également étre modifiés au niveau de leur
amphiphilie par incorporation de groupes apolaires ouvrant la voie aux systémes associatifs
d’origine naturelle a l’instar des polyélectrolytes associatifs d’origine synthétiques. Un
exemple peut étre cité est la carboxymethylcellulose (CMC) qui peut étre hydrophobisée
(Charpentier et al., 1997).

I-2-3. Polyélectrolytes naturels

Les polysaccharides, les protéines et les polynucléotides sont a nos jours les polyméres
naturels les plus présents et les plus connus. La gélatine, protéine animale tres utilisée dans
I’industrie alimentaire, est un exemple de polyélectrolyte cationique pour des pH inférieurs a
8. Elle peut se complexer a plusieurs polysaccharides, notamment au sodium dodecylsulfate
(Buron et al., 2004). Les polyélectrolytes sont principalement anioniques. L’alginate et

I’acide hyaluronique en sont des exemples. L’acide hyaluronique est trés étudié en



cosmétologie et également en oncologie de part son implication dans les tumeurs cancéreuses
(Stern, 2005).

I-2-3-1. Polysaccharides

Sachant que les polysaccharides sont considérés comme étant des polyelectrolytes naturels,
ils possédent une variété infinie de propriétés, parmi celles-ci est leur capacité a entrer en
interaction avec d’autres matériaux. C’est un processus assez connu dans les systémes
macromoléculaires. Les polysaccharides peuvent interagir avec les protéines fibreuses et
globulaires pour former des complexes solubles et insolubles qui sont principalement
stabilisés par des interactions éléctrostatiques, ions-dip6les ou hydrophobes d’une part.

D’autre part, on peut considérer que la vie sur terre telle qu'on la connait repose sur la
coexistence d'eau et de molécules organiques possédant un squelette carbone. Les molécules
de base qui assurent l'association d'atomes de carbone avec des molécules d'eau sont les
glucides qu'on peut formellement noter C, (H20),. Lorsqu'il s'agit de molécules simples, on
parle d'oses. Le principal d'entre eux est le glucose, CsH120s, de saveur sucrée et contenu dans
certains fruits comme le raisin. Le glucose est synthétiseé par les plantes a partir du dioxyde de
carbone de l'air, d'eau et d'énergie solaire (photosynthése). Le glucose emmagasine ainsi une
énergie réutilisable qui est fondamentale au métabolisme des étres vivants. Lorsqu'un grand
nombre d'oses est associé pour former un enchainement macromoléculaire, on parle de
polyoside, de polyholoside ou de polysaccharide. Ces derniers sont une forme de glucides
appelés aussi sucres, glucanes ou polyosides; ils sont formés par la condensation d'unités
glucidiques (Berand, 2001).

IIs sont considérés comme étant les macromolécules les plus abondantes sur terre et dans les
océans. Ces macromolécules sont les éléments structuraux majeurs essentiels de la paroi des
vegétaux (ex: cellulose, carraghénanes, alginates). 1ls ont également un réle essentiel dans le
stockage de I’énergie (ex: amidon).

Les polysaccharides sont des substrats solides qui se présentent sous forme de fibres, de
granules ou de gels dont les propriétés physico-chimiques et structurales sont intimement liées

a leurs structures chimiques et, par conséquent, a leurs biosyntheses.

Les polysaccharides fortement utilisés dans I’industrie agroalimentaire et pharmaceutique,
pour leurs propriétés technologiques, physiologiques et pharmaceutiques, ont un rodle

primordial dans 1’économie mondiale (Nystrém et al., 1999).
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Figure 1.1: Structures chimiques de polycations et de polyanions synthétiques utilisés
dans la complexation (Pépin, 2010).

» La carboxvméthylcellulose

Parmi la diversité des polysaccharides qui existe nous citons en revue la
carboxymethylcellulose etant donné que c’est le polysaccharide qui a été utilisé dans cette
étude.

e Origine et structure

La carboxymethylcellulose sodique est intensivement utilisée dans 1’industrie alimentaire car
elle posséde des capacités stabilisantes, épaississantes de contrble de cristallisation. Elle est
considérée comme étant le polysaccharide le plus couramment utilisé dans le domaine

alimentaire en présence surtout de protéines et ceci pour assurer leur protection, plus



particulierement contre la dénaturation lors des différents processus de transformation des
aliments (Coffey et al., 1995).

Elle est aussi dénommée CMC, NaCMC, CMC sodique, gomme cellulosique ou sel de
sodium de I'éther carboxyméthylique de cellulose. Sa formule chimique générale est la
suivante: CeH702(OR1) (OR2) (ORs3) ou Ri, Rz et R3 peuvent étre: H; CH.COO™ Na* ou
CH,COOH. Ce polysaccharide anionique linéaire qui dérive de la cellulose est
majoritairement extrait d'un co-produit de l'industrie du coton et des pulpes de bois. La
cellulose, provenant des parois des cellules végétales, est le polysaccharide de structure le
plus abondant. Sa structure est celle d'un agrégat linéaire de polymeéres de D-glucopyranosyle
relié par des liens B-1,4 (Figure 1.2). La résistance de la cellulose ainsi que son insolubilité
dans l'eau sont ddes en partie aux nombreux liens hydrogenes reliant les agrégats par
I'intermédiaire des groupements hydroxyles. A I'état solide, la cellulose est composée de
zones cristallines tres organisées et de zones amorphes dont les groupes réactifs sont plus
accessibles (Coffey et al., 1995).

Figure 1.2: Représentation schématique d’une chaine de cellulose (Zugenmaier, 2001).

On obtient la carboxyméthylcellulose en traitant la cellulose en milieu alcalin afin de briser
les liens hydrogeénes responsables de l'union des chaines de polymeéres, en commengcant par les
zones amorphes. Suite a ce traitement, du monochloroacétate est ajouté a la cellulose hydratée
afin d'obtenir le dérivé CMC (Figure 1.3). Le pKa de la molécule obtenue se situe entre 4,2 et
3,4 (Keller, 1986). Globalement, certains des groupements hydroxyles de la cellulose se sont
trouvés substitués par des groupements carboxyméthyles. Le nombre de ces groupements
carboxymeéthyles par unité anhydroglucose est appelé le degré de substitution (DS). Le CMC
de qualité alimentaire est d'un DS égal ou inférieur a 0.95 (Coffey et al., 1995), d'une

viscosité minimale de 25 cps lorsqu'il est en solution a 2% a 25°C et d'une pureté minimale de



99,5% sur base séche (Ganz, 1977) et Son poids moléculaire peut étre évalué par la mesure de

la viscosité, il est compris entre 17,000 et 300,000 (Keller, 1984).
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Figure 1.3: Structures chimique de la carboxymethylcellulose de sodium
(Coffey et al., 1995).

e Propriétés fonctionnelles de la CMC

La CMC est utilisé principalement pour ses capacités stabilisantes, épaississantes de contréle
de cristallisation et de rétention d'eau (Coffey et al., 1995). Les desserts congelés, les produits
de boulangerie, les sauces a salade, les sirops, les boissons, les aliments extrudés et les
aliments réduits en calories sont des exemples d'aliments comptant le CMC parmi leurs
ingrédients (Perez et Mazeau, 2005). Les propriétés fonctionnelles de ce polysaccharide

anionique peuvent étre modifiées en présence de protéines avec les quelles il peut interagir.

Nous nous proposons dans ce qui suit, de présenter la gélatine plus en détail, notamment le
mode d’obtention, les caractéristiques, mais aussi les propriétés et les multiples applications
de celle-ci.

La gélatine est obtenue par dégradation du collagéne qui est la protéine la plus répandue
chez les mammiferes, car le collagene est le constituant majeur des tissus conjonctifs et des
matrices des 0s. On la retrouve également chez les poissons, les oiseaux, etc.

Avant d’exposer les caractéristiques de la gélatine, nous ¢élucidons un bref rappel sur la

structure des protéines.

I-2-3-2. Protéines

e Constitution des protéines

Ce sont des polymeéres organiques résultant de la condensation d’acides aminés par
formation de liaisons peptidiques. Les acides aminés constitutifs sont appelés résidus. Le

radical R présent sur le résidu est appelé chaine alkyle ( Rbii, 2010).



Deux acides aminés peuvent s’associer de fagon covalente pour former un dipeptide. La
liaison ainsi établie est la liaison peptidique, qui résulte de la combinaison entre le
groupement carboxyle (COOH) d’un acide aminé et le groupement amine (NH2) de ’autre,
avec perte d’une molécule d’eau. La répétition de cette réaction n fois, permet ainsi d’obtenir

un peptide (n < 100) ou une proteine (n > 100) (Baigl, 2003).

La séquence d’acides aminés, ou structure primaire, détermine presque a elle seule les
propriétés physico-chimiques et structurales des protéines, en particulier ses interactions avec
I’eau. Les protéines interagissent avec 1’eau par leurs liaisons peptidiques (interactions dipdle
dipdle ou liaison hydrogene) ou par les chaines latérales (interactions avec les groupements
polaires, ionisés et méme non polaires) (Rbii, 2010).

e Conformation des protéines

Chaque protéine est caractérisée par sa conformation, c’est-a-dire son organisation
tridimentionnelle: les protéines fibreuses comme la gélatine, sont composées de chaines
polypeptidiques assemblées le long de I’axe commun (collagene, kératine....). Les protéines
globulaires sont formées de chaines enroulées sur elles-mémes engendrant des formes
sphériques ou ellipsoidales (sérum albumine). Le réle biologique de ces protéines ne peut étre
maintenu que si ’organisation tridimensionnelle est respectée. Il existe quatre niveaux
structuraux chez les protéines, de la structure primaire a la structure quaternaire (Figure 1.4)
(Chevalier, 2005).

v’ Structure primaire

La structure primaire est la séquence peptidique. C’est la seule structure parmi les autres

structures a étre codée genétiquement, elle détermine les trois autres niveaux structuraux.

La conformation privilégiée de la liaison peptidique entre les résidus est en trans. Cette
conformation est généralement plus stable car elle positionne les chaines latérales loin I'une
de l'autre (Chevalier, 2005).

v" Structure secondaire

C’est le premier stade de ’organisation dans 1’espace d’une chaine peptidique. Ce sont des
structures qui sont stabilisées par la présence de nombreuses liaisons hydrogene entre les

groupements C=0 et NH du squelette (Chevalier, 2005).

On distingue : les helices o, les feuillets B, les coudes p.

% Hélice alpha



L'hélice alpha est une structure secondaire representée par une spirale qui s'observe dans des
portions de protéines. Elle est formée par la rotation réguliere d'une chaine polypeptidique sur
elle-méme. Elle est stabilisée dans sa forme hélicale par des ponts hydrogenes établis entre
I'nydrogene d'un groupement aminé -NH et I'oxygéne d'un groupement carboxylique C=0. Le
ceeur de I'hélice alpha est donc hydrophobe, ce qui n'est pas forcément le cas des chaines
latérales. Les hélices alpha sont rigides, par opposition aux autres parties de la protéine qui

sont dans une conformation de pelote statistique (Soury-Lavergne Navizet, 2004).
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Figure 1.4: Schéma représentatif des différentes structures d’une protéine
(Chevalier, 2005).

% Feuillet B



Dans les feuillets béta (), les liaisons hydrogéne intermoléculaires stabilisent I’alignement
ordonné des chaines peptidiques. On parle de feuillets beta paralléles quand les chaines vont
dans le méme sens et d'antiparalléles quand elles vont dans des directions opposées. Ils ne
donnent pas d'élasticité a la structure (Soury-Lavergne Navizet, 2004).

v" Structure tertiaire

La structure tertiaire d’une protéine est sa disposition tridimensionnelle: c’est la donnée de
I’agencement des structures secondaires et de 1’organisation spatiale des chaines latérales
(Soury-Lavergne Navizet, 2004).

v’ Structure quaternaire

La structure quaternaire est le niveau le plus élevé d’organisation des protéines. Elle
concerne les protéines constitués de plusieurs chaines polypeptidiques et détermine
I’arrangement spatial des différentes sous-unités entre elles (Soury-Lavergne Navizet, 2004).

> Gélatine

Le choix de la gélatine, s’explique pour plusieurs raisons. Il s’agit tout d’abord d’une
protéine trés largement utilisée comme ingrédient alimentaire du fait de ses propriétés tensio-
actives et gélifiantes. De plus, la structure moléculaire de la gélatine est actuellement tres bien
connue ce qui fait que nous pourrons suivre 1’évolution de celle-ci aprés sa complexation avec
diverses macromolécules a savoir la carboxymethylcellulose sodique.

L’intérét pour cette macromolécule a été croissant surtout ces derniéres années, tant les
avantages sont importants dans la consommation courante: pas de toxicité, quantité abondante
et disponible de matieres premiéres, choix de différentes qualités pour chaque application, etc.
Ses propriétés fonctionnelles uniques font de la gélatine un des ingrédients importants a savoir
dans I’industrie alimentaire, photographique, cosmétique et pharmaceutique (Schrieber &

Gareis, 2007).

La dénaturation d’une protéine consiste a rompre ces interactions sans briser les liaisons
peptidiques. Ces molécules « déplissées » vont dans certaines conditions s’agréger et former
un gel. La gélatine est le produit de dénaturation du collagéne, protéine que nous allons
décrire a présent.

La gélatine alimentaire a une longue histoire. Dans les temps anciens, elle était utilisée
comme une « colle biologique », et au cours du temps, son industrialisation, a amené a
’utiliser dans de nombreuses applications.

La production de la gélatine a eu lieu aux Etats-Unis vers 1850 (fabrication de desserts sous

forme de gelées et de capsules a usage pharmaceutique) et apres 1878 (premiéres émulsions



photographiques), puis vers 1930 en Europe, quand la source des peaux de porcs fraiches est
venue s’ajouter aux matiéres premicres traditionnelles. Depuis lors, la production de gélatine
est destinée a de multiples usages. Néanmoins trois secteurs se distinguent dans I’utilisation
de celle-ci: les industries alimentaire, pharmaceutique et photographique (Shrieber et Gareis,
2007).

A nos jours la gélatine est devenue un produit de consommation trés utilisé. Elle trouve sa
place tout aussi bien dans les industries non alimentaires qu’alimentaires. De plus, par sa
nature proteique spécifique, elle peut étre ajoutée aux préparations alimentaires sans étre
considérée comme un additif ce qui explique son utilisation si répandue. L'intérét de la
gélatine ne sera pas seulement limité aux applications classiques. De nouvelles utilisations
dans les soins médicaux et dans les domaines techniques spécialisés se distingueront par
I’utilisation de gélatine et d’hydrolysats de gélatine (Schrieber et Gareis, 2007).

e Procédé de fabrication de la gélatine

La conversion du collagéne en gélatine a été longuement étudiée (Harding, 1965; Veis,
1964; Ward et Courts, 1977). Elle se réalise en deux étapes: la solubilisation du collagene
(soit en milieu acide, soit en milieu basique) et sa conversion en gélatine. Cette derniére est le
résultat de la dénaturation de la structure tertiaire de la triple hélice de tropocollagéne. Les
chaines se dissocient et adoptent alors une configuration pelote statistique (Jones, 1987).

La fabrication industrielle de la gélatine consiste principalement a contrdler ’hydrolyse du
collagéne et a convertir le produit en un matériel soluble avec des propriétés physico-
chimiques souhaitées, telles que la force en gel, la viscosité, le point isoélectrique (plE) etc.

e Structure

La gélatine contient un total de 18 acides aminés en différentes concentrations. La liaison de
ces acides aminés forme des chaines polypeptidiques. Chaque chaine contient environ mille
acides aminés. La structure globale de la gélatine est une molécule en forme de baguette se
composant des structures hélicoidales primaire, secondaire et tertiaire (Tableau 1.1) (Karim
et Bhat, 2008).



Tableau 1.1: Differentes fractions en acides aminés entrant dans la composition de la gélatine
(Karim et Bhat, 2008).

Teneur en acides aminés

Teneur en acides aminés exprimée

exprimée en grammes pour structures en grammes pour 100g de gélatine structures
100g de gélatine pure. pure.
H
. % OH .
Alanine 11,3 HzN/Ln/ Isoleucine 1,6
o}
HaN-_
_ANH
Arginine 9,0 N Leucine 35
H.,
HaN~ ""Tf’ﬁ
OH
—NH;
Acide aspartique | 6,7 Lysine 4.4 HQH/
HaN
o
Amc!e 11,6 Phénylalanine 2,5
glutamique
H H
Glycine 27,2 Serine 3,7 N
OH
Histidine 0,7 Thréonine 2,4
H
Proline 15,2 N O Tryptophane 0,0
o)
NH
Hydroxyproline | 13,3 %o Tyrosine 0,2
HO HO
(_)H [e]
Hydroxylysine | 0,8 | "N~ OH Valine 2,8
NH-
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e Tests de contrdle qualité du produit fini

Les tests qui servent a vérifier les parametres technologiques du produit fini sont décrits ci-
dessous.

v Laforce en gel (Bloom)

La force en gel, ou Bloom, exprimée en gramme, est liée a 1’¢lasticité mécanique du gel de
gélatine. Elle permet la classification des gélatines. La mesure standardisée consiste a
déterminer la force maximale mesurée lors de la pénétration d’un cylindre standardisé de %2
pouce de diametre a une profondeur de 4mm et avec une vitesse de 1mm/seconde dans un gel
a 6,67% maturé pendant 18 heures & 10°C dans un flacon spécifique (Rbii, 2010). Quelques

exemples d’applications industrielles, selon les blooms, sont donnés dans le (Tableau 1.2).

Tableau 1.2: Exemples de Blooms par application (Rbii, 2010).

Applications Bloom (g)
Guimauves 75-125
Nougats 100-150
Desserts/laitiers industriels 150-250
Capsules molles 120-200
Capsules dures 150-280
Photographie 200-300

v' La viscosité
La mesure de la viscosité fait partie des parameétres « clé » de la gélatine, ce résultat est
souvent de premiére importance. Elle dépend de trois parametres: la concentration, la
température et le pH. On la détermine a 1’aide d’un viscosimétre capillaire. Elle est
déterminée en mesurant le temps d’écoulement de 100 ml d’une solution a 6.67% de gélatine
dans ’eau a 60°C. Les viscosités des solutions varient suivant I’extraction et I’origine de la
gélatine (Rbii, 2010).
v" Le pH et le point isoélectrique (plE)
La mesure standardisée s’effectue sur des solutions a 6.67%. Toutes les solutions de gélatine
ont un pH qui varie en fonction du traitement subi par les matiéres premiéres et qui est

compris entre pH 4 et pH 6.5, donc légerement acide.



La gélatine est un exemple de polymére amphotere, présentant des propriétés cationiques en
milieu acide et des propriéteés anioniques dans un environnement alcalin. Elle se caractérise
donc par le point isoélectrique (pIE) qui joue sur son aptitude au mélange avec d’autres
hydrocolloides, c’est a dire par le pH auquel elle est globalement neutre (autant de charges
positives que négatives) (Karim et Bhat, 2008). A cette valeur de point isoélectrique, on a

I’équilibre suivant (Figure 1.5):

NH3+ OH- /NH3+ OH- /NH2
R — R = R

H+ \

COOH He coo- coo-

Figure 1.5: Equilibre de charges au point isoélectrique (Merveille, 2011).
On constate que les gélatines de type A se distinguent du type B par:

- Leur point isoélectrique (toujours supérieur a 6,5 pour le type A et voisin de 5 pour le type
B),
- Une viscosité plus faible pour un méme degré Bloom (Chene, 2002). Le tableau 1.3

représente les caractéristiques de quatre types de gélatine.

Tableau 1.3: Caractéristiques des gélatines (Chene, 2002).

Type A B
Origine Couennes de porc Os Os Peaux de bovins
pI 7.5-9 6,5-8 48-52 4,852
Bloom (g) 60-300 60-300 60-280 60-260
Viscosité (m Pa.s) 1.8-5.5 1,8-4 2-7 2-7

e Gelatine en solution

La gélatine se présente sous forme de grains, qui une fois mis dans I’eau se mettent a
gonfler. Pour que la gélatine soit solubilisée, il est nécessaire de la chauffer a des températures
supérieures a 40°C.

Pour des températures supérieures a 40°C, la gelatine présente une structure dite

désordonnée, dans laquelle on retrouve en solution, un mélange de différentes fractions a, B3, y



en conformation de pelotes statiques. Le systeme ainsi obtenu est une solution de gélatine, on
dira également que la gélatine est a 1’état sol (Bigi et al., 2004).

Si I’on refroidit une solution de gélatine, un phénomene de gélification se met alors en place.
I1 s’agit 1a d’une des principales raison de 1’utilisation de la gélatine par les industriels.

La gélification traduit une transition conformationnelle, c'est-a-dire le passage de 1’état
désordonné (pelote statistique) a I’état ordonné (hélice gauche). Il peut étre suivi par la
mesure du pouvoir rotatoire qui détecte I’apparition ou la disparition des hélices gauches.

Le phénomene de gelification se traduit par une renaturation partielle des triples hélices de
collagene, dépendant de la concentration initiale en gélatine et de la vitesse de
refroidissement. Pour de tres faibles concentrations (C~0,01% en poids), la transition pelote-
hélice se fait par repliement de la chaine sur elle-méme due & une prédominance de liaisons
intramoléculaires. A des concentrations supérieur a 0,1%, la transition implique une
agrégation des chaines par formation de triples hélices interchaines (Djabourov et al., 1985).

Concernant la température, plus les solutions sont refroidies brutalement, plus le pourcentage
de boucles et de repliement des chaines serait important (Harrington et Rao, 1970).

Le changement de conformation observé dans les solutions de gélatine lui confere des
propriétés de surface bien spécifique qui sont basées sur le fait que les chaines latérales de la
gélatine, comme celles de toutes les protéines, ont des groupements chargés et que certaines
parties des séquences aminés de la molécule, contiennent des acides aminés hydrophiles ou
hydrophobes. Les deux parties hydrophile et hydrophobe ont tendance a migrer vers la

surface, ce qui réduit la tension superficielle de la solution aqueuse.

Dans le méme temps, la gélatine a plusieurs propriétés qui protegent et stabilisent la surface
formée. Cette propriété multifonctionnelle de la gélatine est utilisée dans la production et la

stabilisation des mousses et émulsions.

La gélatine forme des solutions colloidales avec 1’eau, solution dans laquelle le solvant est
un liquide et le soluté un solide dispersé de maniére homogene sous forme de tres fines
particules, la préparation étant soit un sol, soit un gel. Elle est donc un « hydrocolloide ». Ces
derniers sont souvent utilisés dans I'industrie alimentaire pour leurs fonctionnalités (Meyer et
al., 2000).

e Applications

La gélatine posséde des qualités particuliéres recherchées par I’industrie pour obtenir des

textures spécifiques. La propriété «gélifiante» de la gélatine est la plus connue et la plus



utilisée. Le marché de la gélatine se caractérise par 1’existence de trois segments essentiels:
alimentaire, photographique et pharmaceutique.

v Industries alimentaire et photographique

Dans la production alimentaire moderne, la principale propriété utilisée est sa capacité
unique a réagir a la chaleur: la gélatine fond a 37°C, la température du corps, puis redevient
ferme en refroidissant. Sa texture agréable et son fondant en bouche en font un ingrédient
irremplagable. De nombreux produits allégés ou pauvres en matiéres grasses n’existeraient
pas sans la gélatine. Elle est ainsi par exemple présente dans la margarine ou le beurre allégé,
les pates a tartiner ou les fromages a taux réduit en matieres grasses. La gélatine est sans go(t,
lie de grandes quantités d’eau, forme des gels et procure une agréable sensation en bouche. La
gélatine alimentaire est indispensable dans de nombreuses confiseries, telles que les bonbons
gélifiés (oursons, gommes), les caramels mous, les guimauves et les marshmallows, les
meringues, les réglisses, etc. Elle leur confere une grande élasticité, une consistance optimale
pour la mastication et améliore leur durée de conservation. Sa capacite a fondre a la
température du corps en fait un substitut indispensable aux matieres grasses dans les aliments

allégés.

Les produits photographiques a base de sels d’argent sont constitués de plusieurs couches de
gélatine (jusqu’a 15) qui sont coulées sur film ou sur papier. La gélatine est utilisée comme
liant pour les sels d’argent hautement photosensibles. Son pouvoir gonflant permet aux
produits de développement de pénétrer dans les couches sensibles et d’en étre éliminés par
lavage. La gélatine constitue un élément important dans le procédé complexe de la technique
des couches. Elle présente la particularité de pouvoir se solubiliser a chaud et de former un gel
en refroidissant, gel que 1’élimination de 1’eau permet de rendre permanent (Meyer et al.,
2000).

v Industrie pharmaceutique

Dans I’industrie pharmaceutique, la gélatine est utilisée pour la fabrication des gélules et des
capsules. Elle protege les médicaments des effets néfastes de la lumiere et de I’oxygene. Les
gélules sont essentiellement employées pour les médicaments liquides, alors que les capsules
sont utilisées pour les poudres. La gélatine permet de lier les principes actifs du médicament
et de prolonger leur durée de conservation. Grace a une sélection et un dosage rigoureux, la
gélatine peut méme influer sur la vitesse de libération des principes actifs, soit en 1’accélérant,

soit en la ralentissant (effet « retard »). Les comprimés enrobés de gélatine représentent un



nouveau progres technologique, 1’enrobage de gélatine facilitant 1’ingestion du comprimé par

les patients (Meyer et al., 2000).

I-3. Comportement des mélanges de biopolymeéres

Les mélanges de biopolyméres en solution aqueuse présentent soit une instabilité
thermodynamique se traduisant macroscopiquement par une séparation de phase, soit, dans
des cas plus rares, par une miscibilité des biopolyméres dans des solutions diluées
(interactions biopolymére-biopolymeére égale a celles biopolymere-solvant et solvant-solvant)
(Albertsson, 1971; Tolstoguzov, 2003; Turgeon et al.,, 2007). La compatibilité ou
I’incompatibilité entre les biopolyméres proviennent de la faible entropic de mélange des
composés macromoléculaires, qui ne peut compenser des valeurs méme trés faiblement

positives de 1’enthalpie de mélange, défavorables a la stabilité de ce dernier (Frugier, 1994).
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Figure 1.6: Comportement des proteines-polysaccharides

(De Kruif Tuinier, 2001).

Lorsque la concentration des biopolymeéres augmente et dépasse une certaine valeur critique,
la co-solubilité devient limitée entre les deux biopolymeéres et conduit a une séparation de
phase (Tolstoguzov, 2003; Turgeon et al., 2007). La séparation de phase peut étre soit de
type ségrégatif soit de type associatif (Figure 1.6). L’interaction protéines-polysaccharides
peut changer de répulsive a attractive et vice versa, suivant les conditions du solvant (pH,
force ionique...), de concentrations ou de température (Dickinson, 1993; Bergfeldt et al.,
1996).



I-4. Approche thermodynamique

La premicre loi de la thermodynamique démontre que ’énergie d’un systéme est conservée
sous une forme ou une autre et ce peu importe les réactions impliquées. La deuxiéme loi de la
thermodynamique exprime la tendance d’un systéme vers une augmentation d’entropie.
L’¢énergie libre de Gibbs (G) est une équation d’état qui met en relation les deux premiéres
lois de la thermodynamique lorsqu’une réaction se produit a température et pression
constantes equation (1). Lorsque la température et le volume d’un systéme ont des valeurs
constantes, 1’énergie de Gibbs peut étre remplacée par 1’énergie libre de Helmholtz (A)

calculée par 1’équation (2).

G=H-TS (1)
A=U-TS (2)
Ou H : enthalpie (J)

S : entropie (3-K )
U : énergie interne (J)

T : temperature (K)

Les ¢énergies libres de Gibbs et de Helmholtz permettent de connaitre la spontanéité d’une
réaction. Une réaction est spontanée lorsque le AG ou le AA est de signe négatif alors qu’elle
est défavorisée lorsque le AG ou le AA est positif. Lorsque le AG ou le AA est nul, la réaction
en cours est a 1I’équilibre. L’équation d’état de 1’énergie de Gibbs (1) démontre qu’une
réaction est favorisée lorsque la différence d’entropie (AS) est positive et/ou lorsque la
différence d’enthalpie (AH) est négative. L’énergie libre de Gibbs est la propriété
thermodynamique la plus utilisée lors de 1’é¢tude de la stabilité de solutions composées de

solvants et de solutés de nature alimentaire (Semenova et Dickinson, 2010).
1-5. Incompatibilité et comptabilité thermodynamique

1-5-1. Cas particuliers des interactions protéine/polysaccharide

Les paramétres d’interaction y de la théorie de Flory-Huggins (Flory, 1942; Huggins,
1942), permettent de connaitre la nature attractive ou répulsive entre deux polymeéres. Le
rapport entre D’enthalpie et [’entropie de mélange est grandement influencé par la

concentration en polymere et détermine s’il y aura une séparation de phases.



Lorsqu’une protéine et un polysaccharide anionique sont dans une méme solution, trois types

de comportement peuvent étre observés:

Premiérement, les deux polymeres peuvent étre en deux phases distinctes sans interagir, ou
chacune des phases est enrichie en 1’'un ou Dl'autre des polymeéres. Cet état, appelé
incompatibilité thermodynamique ou séparation de phases ségrégative, existe lorsque les
interactions entre polymeres d’une méme nature sont favorisées au détriment de celles entre
polyméres de natures différentes. Cette incompatibilité dépend des charges portées par
chaque polymere, du pH, de la flexibilité des chaines du polysaccharide, du poids moléculaire

des polymeres, de la concentration en sels ainsi que de la concentration en solides totaux.

Le deuxieme cas, qui est occasionnellement observé, se produit lorsque les macromolécules
forment un mélange homogeéne spontané sans interagir, qui est en constante compétition avec
celui d’incompatibilité thermodynamique. Plus la différence entre les poids moléculaires des
macromolécules augmente, plus le déséquilibre entre les forces attractives et répulsives
s’accroit, et plus 1’apparition d’une incompatibilité est favorisée entre les deux polymeres.
Uniquement quelques exemples de co-solubilité ont été illustrés dans la littérature, dont le cas

de I’albumine de sérum bovin (BSA) et de la pectine (Semenova et al., 1991).

Troisiemement et dernierement, il peut y avoir présence de deux phases ou les polymeéres de
charges opposées se retrouvent principalement dans la méme phase. Cette compatibilité
thermodynamique, ou séparation de phases associative, est caractérisée par la formation
d’un complexe protéine/polysaccharide, aussi appelé coacervat (coacervation). Les
interactions électrostatiques mises en évidence entre polysaccharides et protéines ont fait
I’objet de plusieurs €tudes pour mieux comprendre les mécanismes impliqués dans la
formation de ces complexes et leurs applications possibles dans différents domaines (Hill et
Zadow, 1974; Ledward, 1979; Tolstoguzov, 1986; Schmitt, 2000). Les modeles de
Overbeek-Voorn (Overbeek-Voorn, 1957) et de Veis-Aranyi (de Veis-Aranyi, 1960) sont
les deux théories majeures décrivant le phénoméne de compatibilité thermodynamique. Elles
sont bien résumées et détaillées dans les ouvrages de Burgess (Burgess, 1990) et de Schmitt
et al., (Schmitt et al., 1998).



1-6. Modeles théoriques développés sur la complexation

La coacervation complexe a été pour la premiere fois appréhendée par Bugenberg de Jong
(Bugenberg de Jong, 1936). Ces travaux décrivent la formation d’une phase concentrée lors
du mélange de gélatine et de gomme d’acacia en milieux aqueux. Le nom de coacervation
complexe a alors ét¢ donné pour caractériser ce phénomene, coacervation venant d’acervus,
mot latin signifiant « lié ». Lors de ces travaux, il a observé la formation de gouttelettes
liquides de forme sphérique, baptisées coacervats. Ensuite, les travaux sur la coacervation se
sont développés surtout a partir des années 60. Par la suite d’autres applications de ces
complexes sont apparues (Milanovi et al., 2014; Karimia et al., 2013), la synthese de
biomatériaux (Taravel et Domard, 1994), les biofilms (Yan et al., 2005).

Différents modeles théoriques ont été proposés afin de mieux comprendre la complexation et
la séparation de phase qu’elle peut induire. Plusieurs théories ont été développées. La théorie
de Overbeek-Voorn (Overbeek-Voorn, 1957), est fondée sur les interactions entre la
gomme arabique et la gélatine en solution. D’aprés cette théorie, le phénomeéne de
complexation est spontané, résultant d’un équilibre entre des interactions électrostatiques
attractives et une entropie favorisant 1’¢loignement des molécules. La formation d’un
complexe permet d’encager des molécules d’eau et ainsi d’augmenter le nombre de
configurations possibles dans le complexe. La validité de cette théorie repose sur plusieurs
présomptions: les interactions solvant-soluté sont négligeables, la distribution des charges est
uniforme dans la solution, les interactions entre les polymeres sont non spécifiques et les
chaines des polymeres doivent adopter une structure enroulée au hasard. La théorie de
Nakajima-Sato (Nakajima-Sato, 1972) reprend la théorie de Overbeek-Voorn (Overbeek-

Voorn, 1957) en introduisant un terme d’interaction de Huggins.

La théorie de Veis-Aranyi (Veis-Aranyi, 1960) est basée sur 1’étude d’une solution
contenant deux gélatines portant des charges de signes opposés, dont le comportement n’avait
pu étre décrit d’une maniére satisfaisante par la théorie de Overbeek-Voorn (Overbeek-
Voorn, 1957). Selon la théorie de Veis-Aranyi (Veis-Aranyi, 1960), la complexation se
produit en deux étapes. La premiére étape est caractérisée par la formation spontanée
d’agrégats intrapolymériques solubles qui sont composés de macromolécules interagissant
avec une ou plusieurs molécules d’un ligand de taille inférieure. Ces agrégats moléculaires
occupent un volume identique a celui occupé par la macromolécule. La complexation
proprement dite survient lors d’une deuxieéme étape qui peut durer jusqu’a quelques jours.

Cette étape est favorisée par un gain d’entropie lors de la dilution de la phase contenant les



agrégats solubles, qui se réorganisent d’une manicre aléatoire dans une phase concentrée en
complexes interpolymériques insolubles. La théorie de Veis-Aranyi (Veis-Aranyi, 1960)

prend compte des interactions soluté-solvant en incluant le paramétre Xiy de Flory-Huggins

(Flory, 1942; Huggins, 1942).

La théorie de Tainaka (Tainaka, 1979) a été développée sur les bases de la théorie de Veis-
Aranyi (Veis-Aranyi, 1960). Elle est plus générale puisqu’elle n’est pas limitée aux systémes
a faible densité de charges. Le parametre de Flory-Huggins (Flory, 1942; Huggins, 1942),
qui est utilisé pour la phase diluée dans la théorie de Veis-Aranyi (Veis-Aranyi, 1960), est
maintenant aussi appliqué a la phase concentrée. Contrairement a la théorie de Veis-Aranyi
(Veis-Aranyi, 1960), les interactions impliquées lors de la formation des agrégats solubles
sont non specifiques. Selon Tainaka (Tainaka, 1979), la force principale conduisant a la
séparation de phases est de nature électrostatique attractive.

I-7. Mode de préparation en solution des complexes polyélectrolytes

Le mode de préparation a été étudié afin de comprendre son influence sur les complexes
obtenus. Une méthode, dite des « ajouts successifs » est appliquée notamment pendant les
titrations. Une solution de polyélectrolyte, a une concentration donnée, est alors ajoutée par
goutte a goutte a la solution contenant le polyélectrolyte opposé. Dautzenberg et Jaeger
(Dautzenberg et Jaeger, 2002) ont montré que 1’ordre d’introduction des polyélectrolytes
peut avoir une influence. Les polyélectrolytes obtenus n’ont alors pas les mémes masses
molaires si le polycation (PC) est ajouté au sein du polyanion (PA) ou si c’est ’inverse
(Dautzenberg, 2000).

La complexation se fait de maniére coopérative, ce modeéle est communément appelé «
ladder », ou théorie de I’échelle. La complexation s’effectue alors de maniére ordonnée, mais
malheureusement cette méthode est difficilement reproductible (Philipp et al., 1989).

L’autre méthode de complexation consiste a ajouté le PA dans le PC en une fois, méthode
appelée « one shot » ou de maniére trés rapide par titration. La complexation est alors
désordonnée, elle est appelée « scrambled egg », oeuf brouillé. Ce modeéle a été décrit par
Michaels et Miekka (Michaels et Miekka, 1961). Ces deux modéles sont représentés

schématiquement sur la Figure 1-7.

Les polyélectrolytes obtenus par cette méthode sont plus stables dans le temps et sont donc

plus adaptés aux applications (Dragan et al., 2006).



Echelle oeuf -brouillé

Figure 1.7: Modeles de structure des polyelectrolytes: Echelle « ladder »,
ceuf-brouillé « scrambled egg » (Philipp et al., 1989).

I-8. Nature des interactions entre les constituants d’un complexe

Selon Tolstoguzov (Tolstoguzov, 1997), les interactions macromoléculaires responsables de
la formation des complexes peuvent étre regroupées en trois classes distinctes: i) les
interactions entre les molécules chargées, ii) les interactions entre les résidus acides ou
basiques des chaines latérales des macromolécules et iii) les interactions entre les autres
chaines latérales des macromolécules. Ces interactions peuvent étre réparties également en
fonction de leur intensité, de leur spécificité et de leur nature, attractive ou répulsive.

I-8-1. Interactions électrostatiques

La formation initiale de complexes macromoléculaires par I’intermédiaire d’interactions
électrostatiques est considérée comme une étape primordiale de la coacervation complexe.
Les interactions électrostatiques s’établissent entre des molécules portant des charges

électriques opposés. Les charges peuvent avoir plusieurs origines:

¢ lonisation ou dissociation de groupes en surface.
e Adsorption non équilibrée d’ions conduisant a des exces superficiels positifs ou
négatifs.
Les interactions électrostatiques peuvent étre de type ion-ion, ion-dip6le ou dipble dipdle.

L’¢énergie potentielle (V) de ces interactions dépend des charges portées par les molécules (Q1



et, de la distance entre les molécules (d) et de la constante diélectrique du milieu (¢) (Figure
1.8).
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Figure 1.8: Illustration de I’interaction électrostatique entre deux charges Q1 et Q.

L’énergie potentielle est exprimée selon 1’équation (3) :
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go: La permittivité du vide : 8,854187x107*2 A.s.V-im? (ampéres-seconde par volt par
meétre).

¢: La permittivité du milieu.
d: La distance entre les deux charges.

La complexation électrostatique entre protéines et polysaccharides a lieu dans I’intervalle de
pH compris entre le point isoélectrique de la protéine et la valeur pK des groupements
anioniques du polysaccharide, principalement carboxyles (pK ~ 3) a de faibles forces
ioniques. Dans cet intervalle de pH, les deux biopolymeéres portent des charges opposées.
D’aprés Ledward (1994), la force de complexation entre protéines et polysaccharides dépend
de la distribution des groupes ionisables a la surface de la protéine, de la facilité avec laquelle
la structure native de la protéine se déplie, et la flexibilité de structure et de distribution de
charge sur le polysaccharide.

Il est signalé que deux types de complexes macromoléculaires peuvent étre obtenus lors de
la mise en jeu d’interactions électrostatiques. Des complexes solubles peuvent se former
lorsque le nombre de charges entre les molécules qui interagissent n’arrivent pas a s’équilibrer
entierement. La charge globale portée dans ce cas par le complexe obtenu, lui permet de rester
soluble tout en interagissant avec les molécules de solvant. En second lieu, on a formation de

complexes insolubles lorsque la neutralisation des charges portées par les deux



macromolécules est totale, la charge globale du complexe obtenu étant nulle. Ces complexes
insolubles forment une phase concentrée liquide ou comme un gel, contenant les deux
biopolymeres ayant interagi (Tolstoguzov, 1996).

La neutralisation mutuelle des chaines portant des charges opposees diminue
I’hydrophobicité des zones de jonction formees par la diminution de la charge nette. Le
complexe possede alors une conformation compacte avec des zones de jonction cachées dans
la partie interne hydrophobe du complexe (Tolstoguzov, 2003). Plusieurs théories concernant
I’interaction électrostatique entre des macromolécules chargées ont d’ailleurs été développées
(Ghorbani et al., 2014;Yang et al., 2012; Liu et al., 2011; Netz et Joanny, 1998, 1999;
Kong et Muthukumar, 1998; Pogodina et Tsvetkov, 1997; Borue et Erukhimovich,
1990). Celles-ci ne sont pas spécifiques a la coacervation complexe mais, elles servent
souvent de base a la description et a 1’analyse des résultats concernant les phases précoces du
phénomene dans les mélanges macromoléculaires (Wen et Dubin, 1997).

Parmi les premieres ¢études ayant mis en considération I’implication de liaisons
électrostatiques dans la formation de complexes protéine-polysaccharide est celle établie par
Tiebackx (Tiebackx, 1911).

I-8-2. Interactions non-électrostatiques

Le rble des interactions électrostatiques dans la formation des complexes protéines-
polysaccharides a été largement étudié. Cependant, aucune étude spécifique sur I’importance
des interactions de plus faible énergie, plus précisément les liaisons hydrogéne et les
interactions hydrophobe, n’a pu étre rencontrée dans la littérature.

Dans la majorité des cas étudiés, les interactions électrostatiques entre des protéines et des
polysaccharides chargés de maniere opposée prévalent lors de la formation des complexes
macromoléculaires. Cependant, il existe des systemes pour lesquels les interactions initiales
entre les biopolymeéres peuvent étre considérés comme étant des interactions hydrogénes ou
des interactions hydrophobes non-électrostatiques ( Tribet et al., 1998 ; Sedlak et Antalik,
1998).

D’autre part, dans certains mélanges, les complexes électrostatiques primaires peuvent étre
stabilisés par des interactions non-électrostatiques qui deviennent alors des interactions
secondaires (Sanchez et Paquin, 1997). D’une maniére générale, ces interactions peuvent
s’établir a condition que les biopolymeres sont suffisamment proches les uns des autres au
sein du complexe ¢électrostatique et que des groupements réactifs interagissent, c’est a dire

peuvent entrer en contact (Tolstoguzov, 1993).



I-8-3. Liaisons hydrogenes

Les liaisons hydrogénes ou ponts hydrogenes sont des liaisons non covalentes, de type
dipdle-dipdle. Elles ont un caractere ionique et font référence a une interaction entre un atome
d’hydrogéne 1i¢ a un atome électronégatif (N, O ou S) et un autre atome électronégatif. De
plus, les liaisons hydrogénes sont plus spécifiques que les interactions de Van der Waals car
elles requicrent la présence de groupements donneurs et accepteurs d’atomes d’hydrogene
supplémentaires. L’établissement de liaisons hydrogéne est favorisé a basse température et
’énergie d’une liaison s’échelonne entre 10 et 30 kJ.mole™. De telles interactions ont été
mises en évidence dans le cadre de la formation de complexes entre la gélatine et la pectine
(Braudo et Antonov, 1993).

I-8-4. Interactions hydrophobes

L’effet hydrophobe n’est pas une liaison mais un facteur thermodynamique qui favorise les
interactions macromoléculaires (Pollard et Earnshaw, 2004). Les interactions hydrophobes
sont en fait des forces indirectes qui favorisent le regroupement de molécules non polaires
suite a des interactions entre des molécules polaires.

Les interactions hydrophobes, au méme titre que les liaisons hydrogenes, sont susceptibles
de s’établir dans les complexes protéine-polysaccharide. Ces interactions sont de nature
endothermique et sont donc favorisées par une augmentation de la température. L’énergie de
ces associations hydrophobes est de ’ordre de 2 a 10 kJ.mole™.

Les interactions hydrophobes sont indispensables dans le traitement thermique de
stabilisation des complexes électrostatiques (Sanchez et Paquin, 1997), comme c’est par
exemple le cas dans le systeme composé de protéines de lactosérum et de la gomme xanthane
(Chen et al., 1989).

I-8-5. Les liaisons covalentes
Le lien covalent est permanent et spécifique. Il implique le partage d’électrons entre deux ou

plusieurs atomes. Le lien covalent est court, entre 0,1 et 0,2 nm, et son énergie potentielle se

situe entre 200 et 800 kJ-moI_l (Israelachvili, 1992).

Généralement, ce type de liaison est obtenu par réaction chimique des groupements aminés
des protéines avec les groupes carboxyliques des polysaccharides pour former une liaison de
type amide. Cette réaction peut étre favoriser par exemple par 1’utilisation d’agents réticulant
(glutaraldéhyde, carbodiimide) que 1’on évitera d’utiliser dans le cas d’une application

alimentaire a cause de leur toxicité.



I-9. Principaux parameétres physico-chimiques influencant la formation de complexes
protéines-polysaccharides

La complexation étant principalement suivie par des interactions électrostatiques entre les
biopolymeres lors de la formation des complexes macromoléculaires primaires, les paramétres
physico-chimiques influencant ces interactions ont un effet important sur la séparation de
phase. Dans un premier temps, nous distinguerons des parametres que nous qualifierons de
physico-chimiques comme le pH, la force ionique, le ratio massique des macromolécules, la
masse moléculaire des macromolécules, la densité de charge des macromolécules, et la
concentration totale en biopolymeres (Wen et Dubin, 1997).

Dans un second temps, nous décrirons d’autres paramétres, de nature physiques, car ils
mettent en jeu un ensemble de forces pouvant influencer la structure et la stabilité des
complexes et coacervats. Il s’agit de la température, la pression, I’agitation et le temps
d’agitation. Ces parametres externes peuvent éEtre attribuer aux différents traitements
technologiques industriels appliqués aux mélanges protéine-polysaccharide, dans 1’industrie
alimentaire par exemple.

1-9-1. Influence du pH

Le pH joue un role trés important dans le processus de formation de complexes entre les
protéines et les polysaccharides. En effet, le pH est responsable de l'ionisation des
macromolécules afin que des interactions électrostatiques puissent s'effectuer. Plus
précisément, le pH contrdle l'ionisation des groupements des chaines latérales, des
groupements aminés et carboxyliques des protéines et des groupements carboxyliques des
polysaccharides (Schmitt et al., 2000). Les complexes formés peuvent étre solubles ou
insolubles dépendamment du degré de neutralisation des charges opposées (Versic, 1988).
Des polymeéres fortement chargés, résultant de la variation du pH, auront une conformation
modifiée qui les aménera a former des agrégats insolubles au détriment de la formation de
complexes solubles (Burgess, 1990). En fait, pendant la formation de complexes entre
protéine et polysaccharide anionique, la charge nette (négative) des molécules de
polysaccharides diminue progressivement, avec la baisse du pH, pendant qu'elles s'attachent
aux molécules de protéine chargées positivement (Benichou et al., 2002). La conséquence
directe qui en découle est la diminution de la solubilité et de I'hygroscopicité de ces
polymeres et finalement la formation de complexes.

L’influence du pH sur la formation des complexes électrostatiques entre les macromolécules
en solution aqueuse a été mise en évidence dées le début du siécle par Tiebackx (Tiebackx,

1911) qui a pu démontré macroscopiquement que la précipitation d’un mélange composé de



gélatine (0,5% p/p) et de gomme d’acacia (2% p/p) était dépendante de la quantité et de la
normalité de 1’acide ajouté afin d’ajuster le pH.

Le maximum d'interactions apparait a un point appelé point d'équivalence électrique (PEE)
ou la protéine et le polysaccharide possédent des charges également opposées (Singh et
Burgess, 1989). En prenant comme exemple le systéme B-lactoglobuline/ gomme d’Acacia, il
a été montré que I’ PEE se situait autour d’une valeur de pH de 4,2 (Schmitt et al., 1999). Le
rendement maximum de coacervats est obtenu pour un ratio protéine : polysaccharide (Pr : Ps)
spécifique. A un pH et une force ionique donnés, le ratio massique Pr : Ps conditionne la
neutralisation des charges entre les deux macromolécules (Burgess, 1994 ; Xia et Dubin,
1994).

L’influence du pH est telle que des variations de I’ordre de 0,5 unités pH sont suffisantes
pour que la formation de complexes soit réduite de maniére significative (Schmitt et al.,
1999). Deux valeurs de pH, pHc et pH®, ont été identifiées et correspondent a des
changements structuraux et morphologiques (Mattison et al., 1999 ; Kaibara et al., 2000b ;
Mekhloufi et al., 2005). Déterminé par une légére augmentation de la I’intensité lumineuse
diffusée dans la dispersion, le pH critique, pHc, correspond a la complexation primaire des
macromolécules et la formation de complexes intrapolymériques (Figure 1-9). Le pH® fait
référence a une séparation de phase a I’échelle microscopique, conduisant a la formation de
gouttelettes coacervées (Figure 1-9). Le pH®, est déterminé par une augmentation
significative de la turbidité du systeme.

Ainsi, la plupart des protéines alimentaires (plE autour de 5) peuvent former des complexes
avec les polysaccharides anioniques puisque les deux polymeres porteraient des charges
opposées (Dickinson, 1998). Cependant la tendance vers une formation de coacervation
complexe insoluble est favorisée par de faibles concentrations de sel et par des valeurs de pH
en dessous du plE de la protéine (Dickinson, 1998). Des travaux de compatibilité de
I'albumine de I'ceuf et de différents amidons ont montré qu'un optimum de complexes
insolubles était obtenu en variant la quantité d'acide ajoutée (Schmitt et al., 2000).

1-9-2. Influence de la force ionique

Parmi les trois types d'equilibre qu'on trouve dans wune solution binaire
protéine/polysaccharide, la miscibilité est apparante généralement a des forces ioniques plus
faibles que l'incompatibilité et la séparation de phases associative (Dickinson, 2003). Le
nombre d’ions présents dans un mélange de biopolymeéres est un facteur trés important
affectant le phénoméne de complexation car il intervient dans les composantes entropiques et

enthalpiques de I’énergie libre de mélange (Tolstoguzov, 1997).
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Figure 1.9: Représentation schématique de différentes étapes de complexation entre protéines
et polysaccharides de charges opposees en fonction du pH. Les cercles bleus représentent la
protéine, les lignes courbes représentent le polysaccharide. pHc : pH critique, pH®: pH de
séparation de phase (Aberkane et al., 2010).

A faible force ionique, le nombre de charges présentes sur le biopolymére est suffisant pour
qu’il y ait des interactions électrostatiques. La libération des contre-ions lors de la
complexation entre les macromolécules favorise le gain entropique de mélange et I’énergic
libre électrostatique. De fortes concentrations salines produisent un effet inverse, les ions
présents entrant alors en compétition avec les macromolécules et I’attraction électrostatique
entre les biopolymeéres est réduite a cause de la diminution de charge nette de ces derniers
pouvant aller jusqu’a supprimer totalement la coacervation complexe (Xia et Dubin, 1994).
Cet effet est plus prononcé en présence d’électrolytes ou d’ions de valence supérieure a un
(Burgess et al., 1991; Tsung et Burgess, 1997). Cet effet spécifique de la force ionique, de
méme que le type d’ions présents, avait était mis en évidence initialement par Bungenberg de
Jong (Bungenberg de Jong, 1936) pour le systéme gélatine/gomme d’acacia. Ainsi, les ions
divalents avaient pour effet de supprimer la coacervation complexe a des forces ioniques
inférieures aux ions monovalents, cette suppression pouvant cependant étre levée par dilution
du mélange.

Des travaux similaires ont été aussi entrepris par Mattison et al., (Mattison et al., 1999) et
Schmitt et al., (Schmitt et al., 1999) qui ont montré que les ions divalents supprimaient la
coacervation complexe a des concentrations ioniques plus faibles que les ions monovalents,

mais que cette suppression pouvait étre levée si la solution des ions divalents était diluée. Ceci



démontrerait que l'effet ionique des ions divalents est plus fort que celui des ions
monovalents.

Dans un systéeme gélatine-polyélectrolyte, Bowman et al., (Bowman et al.,1997) ont
également mis en évidence une valeur critique de force ionique qui détermine la taille des
particules formées. Ces auteurs expliquent la diminution de la taille des complexes a faible et
forte force ionique par une solubilisation des complexes macromoléculaires du fait de I’excés
de charges présentes dans la dispersion, interprétation reprise par Wang et al., (Wang et
al.,1999) pour expliquer le méme phénomeéne dans un systtme composé de micelles
anioniques et d’un polymeére cationique.

Pour conclure, il faudrait rappeler que la force ionique a un effet sur le pHc et le pH®@. La
tendance générale est que pour un ratio protéine : polysaccharide donné, les pH évoluent
généralement vers des valeurs plus acides afin de compenser les charges masquées par les
ions ajoutés (Grymonpré et al., 2001), cela veut dire que la densité de charge des protéines
doit étre augmentée afin d'atteindre le méme niveau de neutralisation de charge entre les
protéines et les polysaccharides. Par exemple la valeur du pH® diminue de 9 a 7 en ajoutant
200 mM de NaCl dans le systeme gélatine / t-carraghénane a un ratio massique protéine :
polysaccharide de 1:1 (Fang et al., 2006).

1-9-3. Influence de sucres

La présence de sucres tels le lactose, le glucose, le galactose et le sorbitol atténue 1’effet d’un
traitement thermique en diminuant les interactions entre les protéines. La dénaturation des
protéines est cependant favorisée en présence de sucres réducteurs pouvant étre impliqués
dans la réaction de Maillard (Morr et Ha, 1993).

1-9-4. Influence de la densité de charge des macromolécules

La formation de complexes est principalement influencée par un autre facteur qui est la
densité des charges qui se localise sur les macromolécules. La densité de charges des
biopolymeres peut étre définie comme le nombre de charges par unité de longueur. De plus, la
charge nette des complexes influence la solubilité de ceux-ci dans leur milieu. Par exemple, si
un polymere possede un exces de charge par rapport a un deuxiéme polymere, les complexes
formés auront tendance a interagir avec le solvant. Par contre si les charges des deux
polyméres sont nulles, & ce moment on aura formation de complexes qui seront insolubles.
Ces complexes peuvent étre a nouveau solubles par titration acide ou par ajout de sels
(Mattison et al., 1995). Un autre facteur important qui influence la densité de charges des

macromolécules, est la conformation des polymeéres. Une proteine globulaire sera limitée dans



son interaction avec le polysaccharide par rapport a une protéine fibreuse de structure plus
désordonnée (gélatine, caséine), qui donne aux sites chargés la possibilité d’interagir avec le
polysaccharide (Mattison et al., 1995).

Des résultats intéressants ont été obtenus concernant I’influence de la densité de charge des
macromolécules sur la formation des complexes entrant dans le cadre de 1’étude de la
compatibilité¢ entre I’ASB (Albumine de sérum bovin) et le sulfate de I’alcool polyvinylique,
un polyélectrolyte anionique dont la densité de charge peut étre aisément contrblée
chimiquement (Park et al., 1992).

1-9-5. Influence de la masse moléculaire des biopolymeéres

L’effet de la masse moléculaire des biopolymeres sur la séparation de phase d’un systéme
ternaire intervient au niveau du volume occupé par les molécules. Cette séparation de phase
est obtenue plus facilement lorsque la masse moléculaire des biopolyméres est grande.
Toutefois, afin de tenir compte de 1’influence de ce paramétre, deux cas limites sont proposés.
Si la masse moléculaire des biopolymeéres est trop faible, 1’interaction se fera plutdt par simple
pontage ionique plutdt que par formation de complexes électrostatique intermoléculaires. Au
contraire, si les masses moléculaires sont trop élevées, 1’interaction conduira a la formation de
précipités plutbt que de coacervats (Veis et al., 1967).

1-9-6. Influence du ratio massique protéine : polysaccharide

Le ratio massique protéine : polysaccharide (Pr : Ps) est un autre facteur influencant la
charge nette et les propriétés des complexes obtenus. Il en résulte une influence sur la
solubilité des complexes et plus particulierement sur le phénomene de séparation de phase par
coacervation complexe. En effet, a un pH et a une force ionique donnés, le ratio massique Pr :
Ps va conditionner la neutralisation des charges entre les deux macromolécules (Xia et
Dubin, 1994). Si les complexes sont de type stoechiométriques, c’est a dire que la
neutralisation est obtenue pour des ratios de 1 : 1, tout ratio supérieur ou inférieur aura pour
effet de solubiliser ces complexes et donc de diminuer la formation de coacervats (Kaibara et
al., 2000b).

Dans I’étude de la coacervation complexe entre la gélatine et la CMC, Koh et Tucker (Koh
et Tucker, 1988a, b) ont montré que le volume de la phase constituant le coacervat était
maximum pour un ratio de mélange de 1 : 1, pour lequel la neutralisation des charges portées

par les deux macromolécules est obtenue.



1-9-7. Influence de la concentration totale en biopolymeres

La concentration totale en biopolymére est aussi un paramétre important dans le phénomeéne
de complexation. Une concentration totale depassant un seuil critique peut causer la
suppression de la coacervation. Le systéme n’évolue plus vers une séparation de phase
associative mais ségrégative (Tolstoguzov, 1986).

En étudiant différents systemes ternaires protéine/polysaccharide/eau, Tolstoguzov
(Tolstoguzov, 1986) démontra qu’il n’était pas possible de former des coacervats a des
concentrations totales supérieures a 4 % (p / p). Il devient thermodynamiquement inutile de
former une phase concentrée en biopolymeres si cette concentration est déja obtenue avant
séparation de phase. Cette valeur devrait sans doute étre réévaluée en fonction des conditions
physicochimiques du systeme.

1-10. Influence des paramétres physiques sur la formation de complexes protéines-
polysaccharides

Nous venons de décrire les principaux paramétres physico-chimiques influencant la
formation des complexes macromoléculaires entre les biopolymeéres. D’autres paramétres, que
nous designerons de physiques, peuvent également contréler la formation des complexes en
agissant soit directement sur les macromolécules, soit sur les complexes. Ces principaux
parameétres sont la température et la pression. Nous décrirons par la suite d’autres parametres,

tel que 1’agitation ou le temps d’agitation.

I-10-1. Température

La température influence les interactions non coulombiennes. A titre d'exemple, les liaisons
hydrogene sont favorisées par une diminution de la température alors que les interactions
hydrophobes et liaisons covalentes sont favorisées par l'augmentation de la température. La
séparation de phases associative dans un systeme protéine/polysaccharide est donc favorisée
par une diminution de la température permettant I'établissement de liaisons hydrogéne.
L'augmentation de la température peut aussi étre indirectement bénéfique a la séparation de
phases associative (Schmitt et al., 1998) dle a I'exposition de sites réactifs lors de la
dénaturation des protéines ou au changement de conformation du polysaccharide. Ces
changements peuvent favoriser les interactions electrostatiques associatives entre protéines et
polysaccharides. L'effet de la température (25 a 90°C) sur la formation de complexes sérum
albumine bovine-alginate a pH 6.8 (Harding et al, 1993) a montré une formation de

complexes a 25°C alors qu'il n'y a pas de formation de complexes entre 35 et 70°C.



Cependant quand le mélange sérum albumine bovine-alginate est chauffé au dessus de 70°C
la formation de complexes a lieu.

Il est aussi a noter que certains polysaccharides comme la gomme xanthane ou les
carraghénanes subissent également de telles modifications structurales qui peuvent les faire
passer dans des états plus ou moins ordonnés (Bourriot, 1999; Zufiga de Lopez, 1999;
Langendorff et al., 2000). Comme nous 1’avons évoqué lors de la description des différents
types d’interactions rencontrés dans les complexes macromoléculaires, un traitement
thermique des mélanges macromoléculaires aprés complexation peut, dans certains cas,
permettre de stabiliser les complexes obtenus par création de nouvelles zones de liaison
(Sanchez et Paquin, 1997).

1-10-2. Pression

Une technique qui attire l'attention ces derniéres années, est l'utilisation de la haute pression
(Dickinson et Pawlowskil, 1996). Dans le domaine alimentaire, deux types de pression
peuvent étre appliqués aux polymeres en solution (Ledward, 1994). 1l s'agit des traitements
de haute pression hydrostatique et de la microfluidisation qui se fait dans une chambre de
microfluidisation. Cette derniére consisterait en une combinaison de turbulence, de cavité
gazeuse et de phénomeéne de cisaillement. L'effet de la haute pression hydrostatique (400-
700MPa) sur une solution de S-lactoglobuline (Dickinson et Pawlowskil, 1996), avant son
émulsion avec une phase lipidique et avant I'ajout de polysaccharide (dextrane), s'exprimerait
par une dénaturation (pas aussi prononcée qu'avec de la chaleur) de la protéine a la surface
des gouttelettes. L'effet bénéfique des complexes avec les hautes pressions et températures
serait d0 a la protection par blocage des sites hydrophobes de la protéine par la molécule
volumineuse de polysaccharide (Dickinson, 1998).

I-10-3. Agitation et temps d’agitation

L’effet de D’agitation ou de la vitesse d’agitation sur la formation de complexes
macromoléculaires et de coacervats ont été mis en évidence dans plusieurs études, qui ont
donné lieu a des résultats pour le moins contradictoires. Par exemple, dans le cas de la
coacervation complexe entre la gélatine et la gomme d’acacia dans le but de produire des
microcapsules a des fins pharmaceutiques, Tirkkonen et al., (Tirkkonen et al.,1994) ont
montré que le diamétre moyen des coacervats obtenus était inversement proportionnel a la
vitesse d’agitation, a savoir 2,2 pum de diameétre a 420 tours par minute (tpm) et 3,1 pm a 200
tpm. L’influence de la vitesse d’agitation résiderait ici dans une fragmentation des gouttelettes
de coacervats formées. Une autre étude effectuée sur le complexe S-lactoglobuline et la

gomme d’acacia par Schmitt et al., (Schmitt et al., 1998), ont pu montrer qu’avec un ratio (4



:1), a pH 4.2 et une concentration totale en polyméres de 0,1%, par un suivi de 1’absorbance a
650 nm et par microcroscopie a contraste de phases, que la taille des coacervats était
dépendante du temps d'agitation. Aprés une courte durée 15 s d'agitation, des coacervats de
petite taille de 1 um étaient obtenus, par contre aprés 60 s d’agitation leur taille passe a (10-
25um).

I-11. Diagramme de phase

L’incompatibilité d’un systéme protéines/polysaccharides peut étre représentée a I’aide d’un
diagramme de phase. La courbe séparant la zone de compatibilité et d’incompatibilité se
nomme la binodale. La co-solubilité des deux polyméres se situe sous la binodale et
I’incompatibilité des deux polyméres est représentée par la région au-dessus de la binodale.
Dans cette derniere région, les systemes protéine/polysaccharides/eau se sépareront
généralement en deux phases puisque les forces répulsives sont fortes entre les deux
polymeres. Sous la binodale, les polyméres co-solubles formeront toutefois des solutions a
une seule phase puisque les concentrations de chaque constituant ou d’au moins un des deux
constituants est sous le seuil critique de separation. Les forces de répulsion entre les
polymeéres ne sont pas assez élevées pour entrainer une incompatibilité visible soit par

turbidité ou séparation de phases (Figure 11.10) (Tolostoguzov, 1995).

Plusieurs facteurs influencent le seuil de séparation de phases et par le méme fait, 1’allure

d’un diagramme de phases comme par exemple le type et la structure des protéines
(Tolostoguzov, 1995). En général, pour des systemes contenant des protéines globulaires
(comme les protéines de lactosérum) et des polysaccharides, la séparation de phases se
produit quand la concentration totale en macromolécules du systéme excede les 4%, et varie
selon le pH et la force ionique (Tolostoguzov, 1997). Par contre, pour des systemes
protéines/protéines, la concentration est généralement de 15% et pour des systemes
caséines/polysaccharides ou gélatine/polysaccharides, elle est généralement sous 3%
(Tolostoguzov, 1997). Pour ce qui est des polysaccharides, plus celui-ci est hydrophile,
linéaire et de poids moléculaire elevé, plus la séparation de phases est plus remarquable
(Grinberg, et Tolstoguzov, 1997).

I-12. Intérét des complexes protéines-polysaccharides



La complexation entre protéines et polysaccharides est un moyen d’améliorer les propriétés
fonctionnelles de chaque biopolymeére. Ces propriétés peuvent étre modulées en contrélant les
conditions  physico-chimiques de formation des complexes (pH, force ionique,
température...). Ces proprié¢tés (hydratation, structures, et interfaces) sont connues et certaines

applications industrielles en découlent (Tableau 1.4).
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Figurel.10:Représentation d’un diagramme de phases (Tolostoguzov, 1995).

Les complexes protéines-polysaccharides sont utilisés en industrie alimentaire,
pharmaceutique, cosmétique, dans les biotechnologies et en médecine. La complexation entre
protéines et polysaccharides peut étre appliquée dans la purification des molécules et en
particulier des protéines. Montilla et al., (Montilla et al., 2007) ont montré qu’il était
possible de récupérer jusqu’a 90 % de la B-lactoglobuline contenue dans du lactosérum de
fromage par complexation avec du chitosane. Oliveira et al., (Oliveira et al., 2007) ont, par
exemple, évalué la résistance des microcapsules contenant Bifidobacterium lactis et
Lactobacillus acidophilus au séchage, au stockage (120 jours, entre 7 et 37 °C) et leur
tolérance, in vitro, aux pH acides (pH 1,0 et 3,0).

L’encapsulation permet également d’assurer une libération controlée d’ardmes avant ou
pendant la consommation de certains aliments ou méme de masquer le mauvais godt de
certains matériaux biologiquement actifs (Gouin, 2004). Les complexes protéines /
polysaccharides sont aussi utilisés en industrie alimentaire afin d’améliorer et de stabiliser
(gélifiants, texturants, stabilisation des interfaces) les formulations alimentaires (Capitani et
al., 2007).Parmi les domaines importants impliquant 1’utilisation de complexes protéines

/polysaccharides, il y a celui de la synthése de biomatériaux, qui sont utilisés comme



biomatériaux ou matrices en ingénierie tissulaire. Cela permet le contréle de la structure et de

la morphologie de ces matériaux (Velema et Kaplan, 2006).

Tableau 1.4: Exemples d’application des complexes protéines-polysaccharides.

Complexes protéine- Utilisations Domaines Références

Polysaccharide d’application




Collagéne / Gomme

xanthane, Alginate

Collagéne /

Glycoaminoglycane

Gélatine / Gomme

d’Acacia

Immunoglobuline /
Alginate, Cellulose,

Pectine

Lactosérum / Gomme

xanthane

Gélatine / Gomme

d’Acacia

Gélatine / Gomme

gellane
Protéines du
lactosérum /Gomme

xanthane

B-lactoglobuline /

Chitosane

Caséine / Pectine

B-lactoglobuline /

Pectine

Biomatériel

Derme artificiel

Encapsulation de
méthoxybutropate

(anti- inflammatoire)

Purification des
immunoglobulines

du jaune d’oeuf

Substitut de matiéres
grasses

(gélifiant, texturant)

Encapsulation d’huiles

essentielles

Encapsulation

(probiotiques)

Encapsulation de
vitamine B1

Purification de la

B-lactoglobuline

Encapsulation de
Bifidobacterium
lactis et de Lactobacillus

acidophilus

Encapsulation de P’acide
docosahexaénoique
(DHA)

Médical,
pharmacie

Médical

Pharmacie

Alimentaire

Alimentaire

Alimentaire,
cosmétique

Alimentaire

Alimentaire

Alimentaire

Alimentaire

Alimentaire

(Easton et Gorham, 1986)

(Ellis et Yannas, 1996)

(Palmieri et al., 1999)

(Chang et al., 2000)

(Laneuville et al., 2005)

(Yeo et al., 2005)

(Anal et Singh, 2007)

(Benichou et al., 2007)

(Montilla et al., 2007)

(Oliveira et al., 2007)

(Zimet et Livney, 2009)




CHAPITRE 1I

PARTIE EXPERIMENTALE



11-1. Matériels

La gélatine est d’origine bovine (type B), provient de la firme Sigma-Aldrich Co. (Steinhein,
Germany), il s’agit d’une poudre issue d’un (lot n°® 062K158). Elle a un plE 5,51, un bloom
225, un poids moléculaire moyen Mn 243000 g/mole et une viscosité intrinséque de
0,633m*/Kg. Sa composition ionigque se résume comme suit: Na* (0,15%), Mg?* (0,01%), CI’
(0,043%), Ca*2(0.06%).

La carboxymethylcellulose sodique en poudre (lot n® *K213) est achetée aupres de la société
Merckeurolab ZI (De Vaugeneau, France). Son degré de substitution et sa viscosité sont
respectivement 0,70-0,85 et 300-600 (cps). Son poids moléculaire moyen Mn est autour de
340 000 g/mole. La composition ionique de cette poudre est comme suit: Na* (3,02%), Mg*?
(0,01%), CI- (0,096%), Ca*? (0,0066%).Tous les autres réactifs sont de grade analytique
(Sigma-Aldrich Co. Steinhein, Germany).

11-2. Préparation des solutions tampons

Pour ajuster les pH des différentes solutions préparées, nous avons préparé différentes
solutions tampons a différents pH et volumes selon les modes opératoires décrits dans les
Tableaux 11.1-3:

a- solution tampon: pH 3,4 -7,8

On prépare au départ une solution de phosphate de sodium disodique (Na2 HPOa4) (0,50 M)
et une solution d’acide citrique (Cs Hg O7) (0,50 M). Puis, on les mélange selon les volumes
donnés dans le Tableau I1.1. La dilution se fait jusqu’a 200 ml avec de 1’eau distillée.

b- solution tampon: pH 8,3 et 9,2

Le méme mode opératoire suivi précédemment est utilisé pour préparer les solutions a pH
8,3 et 9,2. Dans ce cas, I’acide borique et le chlorure de potassium (H3BO3, KCI) sont a 0,20
M. Puis on les mélange selon les volumes donnés dans le Tableau 11.2. La dilution se fait
jusqu’a 200 ml avec de I’eau distillée.

c- solution tampon: pH 11,7

A ce pH, deux solutions sont préparées, une solution de phosphate de sodium disodique
(Na2 HPO4) a 0,05M et une seconde solution de soude (NaOH) a 0,20M, on procede de la
méme maniere qu’auparavant. Le mélange des deux réactifs se fait selon les volumes donnés

dans le (Tableau 11.3). La dilution se fait aussi jusqu’a 200 ml avec de I’eau distillée.



Tableau I1.1: préparation des solutions tampons pH (3,4 -7,8).

pH Na;HPO4 Acide citrique
(0,50Mm) (0,50M)
3,4 22,80 ml 28,60 ml
4,2 33,12 ml 23,44 ml
5,2 42,88 ml 18,56 ml
6 50,52 ml 14,74 ml
6,8 61,80 ml 9,10 ml
7 65,88 ml 7,06 ml
7,8 76,60 ml 1,70 ml
Tableau 11.2: Préparation des solutions tampons pH (8,3 et 9,2) .
pH KC|,H3303 NaOH
(0,20 M) (0,20 M)
8,3 50 ml 5,90 ml
9,2 50 ml 26,70 ml
Tableau 11.3: préparation des solutions tampons de pH (11,7) .
pH Na;HPO, NaOH
(0,05 M) (0,20 M)
11,7 50ml 4,1ml




11-3. Préparation des solutions de protéines natives

La concentration de la dispersion mere aqueuse de gélatine ayant comme pH initial (pH
5,13), est exprimée en pourcent par poids (% en poids). Des quantités spécifiques de granulés
de gélatine sont dispersées dans de I'eau distillée, contenant 0,01% d’azide de sodium (NaN3)
pour prévenir une éventuelle contamination microbienne, sous agitation douce a 40°C + 1°C
pendant au moins 2 h. La dispersion est laissée a 4 £+ 1°C pendant 18 h pour permettre
I'nydratation compléte des macromolécules. Cette solution est ensuite ajustée a un pH 4,2
(Lemay, 2000). L'ajustement du pH de la dispersion de la gélatine est obtenu a température
ambiante de 20 £ 1°C par addition successive de (0,6 N HCI) (Schmitt, 2000). La solution de
gélatine est ensuite séparée en plusieurs parties qui sont ajustées a différentes valeurs de pH
par des solutions tampons préparées dans 1’intervalle de pH 3,4-11,7.
I1-4. Préparation des solutions de protéines prétraitées

On prépare une solution mére de gélatine par la méme méthode précédente et lorsqu’on
assure la bonne hydratation des protéines, un prétraitement thermique est imposé a cette
solution, durant 3 minutes entre (55-60°C) dans un bain-marie sachant que son pH est aux
alentours de 5,23. La solution est ajustée a pH 4,2 (HCI 0,6N) (Lemay, 2000). Cette solution
est utilisée sans traitement supplémentaire afin de vérifier I’effet de la dénaturation thermique
sur la stabilité thermique de la gélatine et sur son comportement en solution. La solution de

gélatine est ensuite séparée en plusieurs parties qui sont ajustées a pH 5,2, 7,0.
11-5. Préparation des solutions de polysaccharides

Des quantités spécifiques de NaCMC sont dispersées dans I'eau distillée chaude (75-80 °C)
ayant comme pH initial 6,83, sous une forte agitation pendant au moins 4 h. La solution est
laissée a 4 + 1°C pendant 18 h heures pour assurer une bonne hydratation des macromolécules
de NaCMC. La solution de NaCMC est également séparée en plusieurs parties qui sont
ajustées a des valeurs de pH par des solutions tampons préparées dans la gamme 3,4 a 11,7.

Toutes les solutions étaient claires et ne démontraient aucun précipité.
11-6. Préparation des mélanges protéines-polysaccharides

Les solutions aqueuses de gélatine (5,0 wt%) et NaCMC (3,0 wt%) sont préparées
séparément. Les effets du pH et du ratio protéine : polysaccharide (Pr : Ps) sont suivis en
mélangeant des solutions de gélatine et de NaCMC a différentes valeurs de pH (3,4 a 11,7) et
a différentes concentrations totales en biopolymeéres (0,1-1 wt%) en absence et en présence de



NaCl (2M), CaCl, (0,3M) et glucose (2M). Des proportions de mélange distinctes sont
utilisées pour obtenir un ratio Pr:Psallantde 8: 14 1: 8.
11-7. Méthodes
I1-7-1. Détermination du point isoélectrique (pIE) de la gélatine par conductimétrie et
pHmMétrie

Nous avons déterminé la valeur du plE par la méthode de conductimérie, méthode décrite
par Xing et al., (Xing et al., 2004). On procede a des ajouts successifs de 0,2 ml d’une
solution de soude NaOH (1,0 wt%) dans environ 40 ml d’une solution de gélatine a (5,0
wt%). On suit 1’évolution de la conductivité de la solution en fonction du pH de la solution
(Tableau 11.4). Le point isoéléctrique est repéré par le point d’inflexion de cette courbe x = f
(pH) (Figure 11.1).
Tableau 11.4: Les différentes valeurs de conductivité et de pH pour une solution de gélatine

obtenues par conductimétrie couplée a la pH métrie.

Volume du
NaOH 0 5 10 15 20 25
(ml)
Conductivité 0,162 0,152 0,711 0,482 0,248 0,293
(ms)
pH 4,70 4,99 5,51 6,47 8,43 9,24

La figure 11.1 montre le point d’inflexion a 0,711 et qui nous permet de déduire la valeur du

point isoélectrique de notre gélatine qui est approximativement a 5,51.

11-7-2. Spectroscopie UV-Visible
11-7-2-1. Principe

L'influence du pH, du ratio de mélange, de la concentration totale en biopolymeres et de
I’addition de (NaCMC, NaCl, CaCl; et de glucose), a été étudiée en suivant la variation de
I'absorbance des mélanges a 650 nm. Cette méthode est couramment utilisée afin de prédire
les zones de pH d’interaction maximum entre les macromolécules (Koh et Tucker, 1988a).

La longueur d’onde de 650 nm a été choisie car elle se situe hors de la zone d’absorption des




acides aminés aromatiques constituant la protéine. La variation d’absorbance est équivalente a
la densité optique du mélange et pourra donc spéecifiquement étre attribuée a la formation de
particules (complexes macromoléculaires, coacervats ou précipités) aprés interaction

électrostatique entre les deux macromolécules.

conductivité(uS)

Figure 11.1: Détermination du point isoélectrique de la gélatine par conductimétrie
couplée a la pHmétrie.
11-7-2-2. Appareil utilisé
L'absorbance a été mesurée a l'aide d'un spectrophotometre UV-Vis de type (UNICAM-UV-

Vis a double faisceau, Analytik Jena AGAnalytical Instrumentation, Jena, Allemagne).

11-7-3. Observations visuelles du mélange gélatine/NaCMC/eau

La séparation de phase macroscopique obtenue dans le mélange gélatine/NaCMCleau a été
suivie visuellement a 1% pour des mélanges obtenus a pH 4,2, 6,8, 7,8 et 8,3. Cette
concentration totale a été choisie car elle permet d’obtenir des phases ayant des volumes
suffisamment importants pour pouvoir étre précisément observés. Apres 5 jours, les tubes
contenant les mélanges a des ratios variant de 1 : 8 a 8 : 1 ont été photographiés a 1’aide d’un

appareil photo numériqgue MVC-FD91 (Sony).



11-7-4. Elaboration des diagrammes de phases

Les diagrammes de phases sont élaborés a partir des caracteristiques visuelles des solutions.
Les différents mélanges G/NaCMC (0,1 a 1% de protéines et 0,1 a 1% de polysaccharides) en
absence et en présence de NaCl, CaCl> et du glucose sont réalisés dans des tubes en
polystyrene de contenance 12 ml qui ont été agités | h et centrifugés pendant 30 minutes. Les
mélanges ont ensuite été évalués selon les criteres suivant : clair, lorsqu'il était possible et
facile de voir au travers de la solution, trouble, lorsqu'il était difficile de voir au travers, et
opaque lorsqu'il n'était pas possible de voir au travers. Le nombre de phases est évalué selon
que la séparation de phases était évidente ou non. Puisque les solutions de gélatine seule et de
NaCMC seule sont toutes les deux claires. La présence de turbidité est causée par des
interactions entre les protéines et les polysaccharides (Michon et al., 1996).
11-7-5. Electrophorese
11-7-5-1. Principe

La nature polyélectrolytiqgue des macromolécules utilisées dans cette étude entraine la
formation d’une double couche ionique autour de celles-ci, mais également une structuration
des molécules de solvant a leur voisinage (Hunter, 1986). Il est alors possible d’estimer les
interactions macromolécule-macromolécule et macromolécule-solvant par le biais de la
mesure de la mobilité électrophorétique des particules en solution (Douglas et al., 1995). Les
mesures sont réalisées sur les solutions de gélatine ainsi que sur les dispersions G/NaCMC en
absence et en présence de NaCl. La concentration des solutions est (3,0 wt%) de gélatine, (2,0
wt%) de NaCMC a pH 4,2 et a différents ratios.

L’application de 1’électrophorése capillaire a 1’étude des complexes est possible lorsque les
charges nettes portées par la protéine, le polysaccharide et le complexe ont des valeurs

suffisamment différentes.

Lors d’une analyse par électrophorese capillaire, le réservoir d’introduction, le capillaire
ainsi que le réservoir de récupération sont d’abord remplis de tampon. L’introduction de
I’échantillon dans le systéme est ensuite effectuée en remplacant I’entrée du capillaire dans le
Vial de I’échantillon et en appliquant une pression ou un courant électrique pendant quelques
secondes. Le capillaire est ensuite replacé dans le réservoir d’introduction avant d’appliquer le

courant ¢lectrique. Lequel induit la migration de [’échantillon dans le capillaire. Le



mouvement du tampon contenu dans le capillaire est appelé flux-éléctrosmotique. Les solutés
migrant a différentes vitesses dans le capillaire sont détectés par détecteur, lequel envoie le
signal a I’ordinateur. Les données traitées sont présentées sous la forme d’un
éléctrophérogramme ou les différents pics représentant les composés séparés a des temps de

migration différents; le temps 0 correspondant au moment ou le courant électrique est

appliqué.
11-7-5-2. Appareil utilisé

L’¢électrophoréese utilisé dans cette étude est de type CAPILLARYS 2 qui est un automate
d’¢lectrophorése capillaire, piloté par un micro ordinateur, et réalisant le traitement des

résultats obtenus.

11-7-6. Spectroscopie infrarouge (IR-TF)
11-7-6-1. Principe

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF) est une technique d’analyse
physico-chimique qui sonde les liaisons entre les noyaux atomiques et leurs arrangements.
Cette méthode permet d’accéder directement a I'information moléculaire, a la nature chimique

et a I'organisation conformationnelle et structurale des matériaux analysés.

Pour déterminer I'effet du pH sur l'interaction (complexation) de NaCMC avec la gélatine,
des films de (1% wt%) de gélatine, NaCMC, gélatine/NaCMC, en présence et en absence de

NaCl, CaCl; et de glucose sont préparés pour une meilleure lecture du spectre.
11-7-6-2. Appareil utilisé

Les mesures par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IR-TF) sont réalisées
avec un spectrophotomeétre infrarouge a transformée de fourrier (IR-TF) de type PERKIN
ELMER 1000 (Waltham, MA, USA). Chaque spectre a été enregistré entre 500 cm * et 4000

cm 1,
11-7-7. Radiocristallographie par diffraction des rayons X (DRX)
11-7-7-1. Principe

La diffractométrie de rayons X (DRX) est une technique d'analyse fondée sur la diffraction
des rayons X sur la matiére. La diffraction n'ayant lieu que sur la matiere cristalline et fait
partie des méthodes de diffusion élastique. Cette analyse consiste a appliquer un rayonnement

de la longueur d’onde des rayons X sur un échantillon. Le rayonnement pénétre dans le



cristal. 1l y a absorption d’une partie de 1’énergie et excitation des atomes avec émissions des
radiations dans toutes les directions. Les radiations émises vont engendrer un faisceau
cohérent qui pourra étre détecté (Samaké, 2008).

L’observation d’un rayonnement diffracté est donc soumise a des conditions relatives a
I’existence d’interférences constructives ou cohérentes. La loi de Bragg établit la condition
essentielle & la diffraction, & savoir: deux rayons diffusés par un cristal sont en phase et
s’additionnent si la différence entre leurs chemins parcourus au sein du cristal est egale a n

fois (n= nombre entier) leur longueur d’onde:

2. d nk.Sin (0) = n.A
Avec :
d: la distance inter réticulaire ;
0: I'angle de la déviation ;
n: Le nombre entier appelé «ordre de diffraction» ;

A: la longueur d'onde des rayons X.

Cette relation permet de déterminer les équidistances des différentes familles de plans
caractéristiques du matériau a analyser a partir des valeurs de I’angle d’incidence.

M est la longueur d’onde de la raie Kq1 du cuivre (1,5406 x 1020 m).




11-7-7-2. Appareil utilisé

L’appareil utilis¢ est un diffractométre de type D§-ADVANCE-BRUKER-AXS. Les Rayons
X sont produits par une anticathode de cuivre alimentée sous 30KV et 25mA. La radiation
Cug, (A= 1.54184A°) séparée au moyen d’un monochromateur arriére en graphite courbé. La
fente de divergence et d’antidiffusion sont programmables. Le diagramme des échantillons est
enregistré sur un domaine angulaire compris: 5-70° (20) par pas de 0.05. Le temps de
comptage est de 1 seconde par pas. Le goniometre vertical 6 -26 en géométrie Bragg

Brentano. Le détecteur est a scintillation.
11-7-8. Polarimétrie
11-7-8-1. Principe
La polarimétrie est une technique spectroscopique fondée sur le principe suivant :

L’interaction de la lumicre polarisée monochromatique avec les ¢€lectrons de valence des
atomes d’une substance dépend de la répartition spatiale des atomes et de la longueur d’onde
(Jirgensons, 1969). L’activité optique a son origine dans 1’asymétrie du milieu réfractant: elle
provient soit de la présence de carbones asymétriques (C*), soit de I’asymétrie de la chaine
elle-méme. Cette propriété se traduit au niveau macroscopique par la rotation du plan de
polarisation de la lumicre incidente. Si I’on appelle a 1’angle de rotation du plan de

polarisation, le pouvoir rotatoire spécifique [o]x, T est défini par :

R
o = —=
[oaar = 2
Avec: a : Angle de rotation mesuré en degrés.

C: Concentration en g.cm™3.

L: longueur de la cuve optique en dm.

La dispersion rotatoire ou pouvoir rotatoire est la variation de I’angle a;, en fonction de la

longueur d’onde. Elle est mesurée par polarimétrie.



Figure 11.2: Schéma de la méthode de mesure par polarimétrie (Giraudier, 2004).

Lorsqu’il y a absorption, le module de la composante gauche est différent de la composante
droite et les deux composantes ne tournent pas a la méme vitesse: la lumiere transmise est
polarisée elliptiquement. Le milieu possede une absorption différentielle mesurée par
dichroisme circulaire (Giraudier, 2004).

» Cas du collagéne et de la gélatine

Dans le cas des transitions conformationnelles pelotes-hélice, on observe une variation
importante du pouvoir rotatoire. Pour le collagene, Von Hippel et Wong, (Von Hippel et
Wong, 1963) ont montré que pour des longueurs d’onde supérieures a 300 nm, la dispersion
rotatoire suit une loi de Drude a un seul terme :

)LZ
ahpr=A5—
[ ]).,,T A.Z _ A.%

Avec Ac= 210 =5 nm

Cette relation s’applique aussi bien aux solutions de béatonnets natifs et dénaturés. Seule
I’amplitude A du pouvoir rotatoire dépend du taux d’hélicité du systeme. Le collagene et la
gélatine ont le méme pouvoir rotatoire spécifique a 1’état dénaturé, puisque celui-ci refléte la
composition en acides aminés. On peut ainsi suivre la renaturation ou la fusion des hélices en
suivant 1’évolution du pouvoir rotatoire au cours d’un abaissement ou d’élévation de
température.

La méme loi est vérifiée sur des solutions et des gels de gélatine, avec la méme valeur de Ac.
Cette particularité conduit a estimer le « taux d’hélicité » (y) dans les gels de gélatine a partir

des mesures de pouvoir rotatoire, par la relation:

- . oy s é elote
nombre de résidus en conformation hélicoidale _ [a]}**S"™ — [a]}

nombre total de résidus [a];"“agé“e_ [a]gemte

1=




Le collagene est considéré comme 100% d’hélices, on retiendra la valeur a 40° et pH

7.4: [a]Sohagene — 800 + 10 °cm3.gt.dm?

436nm
La pelote correspond au 0% d’hélice, on retiendra a 40°C et pH 7,4:

[a]P50t =274 + 2 ° cm?.gldm?

7 représente la fraction de monomeres (acide aminés) ayant adopté la conformation
hélicoidale (hélice gauche). Le produit du taux d’hélices par 100 représente le
pourcentage d’hélices gauches dans la solution. Ainsi on peut suivre quantitativement
au niveau moléculaire la transition pelote/hélice dans notre systéme (Giraudier,
2004).

» Corrections en présence d’autres composés

Au cours de I’étude nous ajouterons, d’autres composés a la solution de gélatine a savoir la

NaCMC, NaCl, CaCl, et le glucose. Nous avons Vvérifié que les mesures restaient

significatives (Giraudier, 2004).

0L mesuré = O gélatine T O composé

Le taux d’hélicité (y):
3 composé
[a];tnesuree_ [o] p ~ [a]pelote
_ 1C gélatine A
z= collagene pelote
[a]; - [a]}

La polarimétrie permet de mesurer le pouvoir rotatoire d’une protéine. Ce pouvoir rotatoire

est spéecifique pour le collagene de type I, grace a sa structure caractéristique en hélice de type

polyproline et révele une structure en hélice gauche adoptée par les chaines o individuelles.

La torsion die a la formation de la triple hélice a peu d’effet sur la rotation optique mais la

dénaturation de la structure individuelle de chaque chaine o entraine une diminution

importante du pouvoir rotatoire (Giraudrier et al., 2004).



Celui-ci peut également varier avec le pH, la force ionique ou une augmentation de
température. Par conséquent la mesure du pouvoir rotatoire permet de fournir directement des
information sur 1’état de la triple hélice du collagéne (Giraudrier et al., 2004), ainsi que pour
les solutions ou les gels, qui permet aussi de détecter et de quantifier le changement de
conformation pelote/hélice en fonction du temps ou de la température (Hellio-Serughetti,
2004).

11-7-8-2. Appareil utilisé

Dans notre étude la mesure des différents parametres polarimetriques nous procure des
informations sur 1’état de la triple hélice d’une part. D’autre part le calcul du pouvoir rotatoire
nous permet le calcul du taux de cette hélice, pour ces fins nous avons utilisé un polarimétre
qui est composé d'un systeme qui permet la génération de différents états de polarisation et
une unité d'analyse qui permet d’obtenir la matrice de Mueller du milieu. Le dispositif
expérimental peut aussi bien étre utilisé en transmission qu’en réflexion suivant le type de
cible a étudier (Cherif, 2010).

La source utilisée est une lumiére laser He-Ne monochromatique a polarisation linéaire. Il
s’agit de générer de fagon contrdlée des états de polarisation que 1’on envoie sur 1’échantillon.
Enfin, la polarisation de la lumiére émergente est mesurée afin de caractériser les

modifications induites par 1’échantillon sur les états de polarisation incidents (Cherif, 2010).

Notre dispositif expérimental est monté sur une table bien ajustée. La source utilisée est une

lumiere laser He-Ne monochromatique a polarisation linéaire.

Un polariseur : permet de polariser rectilignement une lumiere incidente non polarisée.

- Un analyseur: pour déterminer la direction de polarisation d’une lumicre déja

polarisée rectilignement.
- Une cuve : doit étre en verre, son épaisseur L=10 mm.

- Webcam : pour détecter la lumiére.
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Figure IL.3: Schéma représentatif d'un polarimétre de Mueller.

11-7-9. Microscopie a force atomique (AFM)
11-7-9-1. Principe

L’AFM se base sur les interactions physiques entre 1’échantillon a analyser et la pointe
AFM. Elle est utilisée pour étudier la topographie des surfaces avec la possibilité¢ d’obtenir
une résolution a 1’échelle de I’atome. Cette technique a pour élément de base une pointe
souple dont I’extrémité a un rayon de courbure de quelques dizaines de nanométres. Cette
pointe est en contact avec 1’échantillon qui est lui-méme fixé sur un scanner en céramiques

piézo-électriques.

Lorsque I’on applique une tension a ces céramiques, elles se dilatent ou se contractent ; ce
qui permet de déplacer 1’échantillon dans les trois directions de 1’espace X, y, z avec une
précision de ’ordre de 0,Inm. Un laser est réfléchi sur la pointe AFM puis collecté dans une
photodiode a quatre cadrans. Le levier (cantilever) est "une microfabriqué” en nitrure de
silicium SisNs avec des dimensions de 100 a 300um de longueur, 10 & 60um de largeur et 0,5

a 3um d’épaisseur (Figure 11.4).



A Tlaide de ’AFM, il est aussi possible de déterminer deux rugosités: la rugosité
arithmétique moyenne Ra et la rugosité quadratique moyenne Rg. Ra et Rqg sont
respectivement la valeur moyenne de la hauteur et la racine carrée de la valeur moyenne de Z2
sur toute la zone d’analyse dont les différentes expressions mathématiques sont données
comme suit :

v Rugosité moyenne arithmétique Ra (RMA):
Moyenne arithmétique de toutes les distances absolues du profil de rugosité R mesurée a

partir de la ligne médiane du profil sur la longueur d’évaluation I (Delaunois, 2002).

v" Rugosité moyenne quadratique Rq (RMQ):
Moyenne quadratique de toutes les valeurs du profil de rugosité R calculée sur la longueur

d’évaluation Im (Delaunois, 2002).

| x=l,
Ry=,-L | y2(x)dx
\l Im K;D
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Figure 11.4 : Schéma simplifié de fonctionnement d’un microscope a force atomique
(Saint-aubin, 2010).

Il existe trois modes d’opérations en AFM : (i) le mode contact exploité dans cette étude, (ii)
le mode non contact qui consiste en une oscillation de la pointe a la surface de 1’échantillon
sans jamais rentrer en contact avec celui-ci, et (iii) le mode tapping (ou contact intermittent)
qui correspond a une oscillation de la pointe qui rentre en contact intermittent avec
I’échantillon (Velzenberger, 2008).

- Le cantilever

Le cceur de I’AFM est représenté par le cantilever : un support ou sont montées des pointes a
son extrémité. Les stylets et cantilevers modernes sont fabriqués soit en silicium, en nitrure de
silicium ou en diamant par microfabrication. Les cantilevers utilisés ont soit une forme
triangulaire (ou en forme de " V ") ou soit une forme rectangulaire. Leur longueur varie entre
100 et 300um et leur épaisseur oscille de 0,5 a 3um. Les leviers sont souvent recouverts d’une
fine couche d’or ou d’aluminium pour rendre les pointes réfléchissantes et détecter le laser

(Moller et al., 1999).
- Le mode contact

Le mode contact est le premier mode d’imagerie AFM a avoir été développé. La force
d’interaction entre la pointe et la surface reste dans le régime répulsif. Ce mode d’imagerie

peut fonctionner soit a hauteur constante (le microlevier est balayé a une hauteur constante



au-dessus de la surface) soit a force constante (la force avec laquelle le microlevier vient
palper la surface est maintenue constante au cours du balayage par I’intermédiaire d’une

rétroaction.
- Le mode non contact

Dans ce mode de fonctionnement on fait osciller le microlevier a sa fréquence de résonance
avec une petite amplitude d’oscillation et relativement loin de la surface. Dans ces conditions
la pointe n’est pas en contact avec la surface: la force d’interaction entre la pointe et la surface

reste hors du régime répulsif a courte distance (d’ou le nom de mode non contact).
- Le mode Tapping

Le mode Tapping représente la technique d’acquisition idéale pour la caractérisation
d’échantillons mous ou élastiques (Moller et al., 1999). Le mode Tapping est approprié pour
I’analyse des polymeres, d’échantillons biologiques et fonctionne également en milieu
liquide. Malheureusement, ce mode manque de résolution. La précision maximale (< 1nm) ne

peut étre atteinte qu’en mode contact (Velzenberger, 2008).
11-7-9-2. Appareil utilisé

La topographie de la surface des films a été mesurée en utilisant le microscope a force
atomique (AFM) de type Pacific nanotechnology (advancing nanotechnology) équipé d’un
scanner et d’une cellule liquide en quartz. Les films ont ét¢ découpés a 10.14 pm. La
microscopie est utilisée en mode contact a température ambiante (21-24°C) a I’aide de pointes
"V " en nitrure de silicium SisNs, dans lequel des changements dans I’amplitude de la pointe
du cantilever de contact sur la surface du film pour fournir des signaux de rétroaction pour
mesurer les variations de la topographie de la surface. A ’aide de I’AFM, il est aussi possible
de déterminer deux rugosités : la rugosité arithmétique moyenne Ra et la rugosité quadratique
moyenne Rq. Ra et Rq sont respectivement la valeur moyenne de la hauteur et la racine carrée

de la valeur moyenne de Z2 sur toute la zone d’analyse.



CHAPITRE I

RESULTATS ET DISCUSSION



I11-1. Caractérisation des mélanges gélatine/carboxyméthylcellulose sodique
I11-1-1.Variation de P’absorbance des mélanges gélatine/NaCMC/eau a 650nm en
fonction du pH et du ratio

L’influence du pH et du ratio proteine/ polysaccharide ( Pr: Ps) sur ’interaction entre
la gélatine et la carboxyméthylcellulose sodique est étudiée a différentes concentrations
totales en biopolymeéres, en suivant 1’absorbance des mélanges a 650 nm. La variation
d’absorbance peut donc étre uniquement corrélée a 1’apparition de particules. Nous
considérons également que pour une valeur de pH donnée, une variation maximale de
I’absorbance du mélange est liée a la formation d’un nombre maximum de particules formées
et donc un maximum d’interaction entre les deux macromolécules (Koh et Tucker, 1988a).

Les résultats de variation d’absorbance a 650 nm obtenus pour le mélange gélatine/Na CMC
/eau a une concentration totale de 0,1 wt % montrent que pour des ratios (Pr : Ps) compris
entre 8:1 et 1:8, toutes les courbes présentent un maximum d’absorbance a pH 4,2, mis a part
les mélanges obtenus pour les ratios Pr : Ps de 8 :1, 2 :1 pour lesquels le maximum semble se
situer & des valeurs de pH égales & 5,2 et 11,7 respectivement (Figure 111.1). Le maximum de
variation d’absorbance a pH 4,2 est obtenu pour le ratiol :1. Nous considérons que pour une
valeur de pH donnée, une variation maximale de I’absorbance du mélange est observée et

donc attribuée a un maximum d’interaction entre les deux macromolécules (Koh et Tucker,

1988a).
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Figure I11.1: Absorbance a 650 nm des mélanges gélatine/NaCMC en fonction du pH a une
concentration totale en biopolymere 0,1 wt% et a différents ratios.



Lorsque la concentration totale en biopolymeres est de 0,5 wt%, la premiere différence
marquante par rapport au cas précédent réside dans les valeurs plus élevées d’absorbance
(Figure 111.2). Ceci indique que I’augmentation de la concentration totale en biopolymeéres
permet d’accroitre le nombre de particules formées. Toutes les courbes présentent un
maximum d’absorbance a pH 4,2, par contre le maximum de variation d’absorbance a pH 4,2,

dans le cas de ce systeme est obtenu pour le ratio Pr : Ps de 2 :1.
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Figure 111.2: Absorbance a 650 nm des mélanges gélatine/NaCMC en fonction du pH a une
concentration totale en biopolymeére 0,5 wt% et a différents ratios.

Pour une concentration totale en biopolymeéres de 0,75 wt%, les résultats sont tres similaires
a ceux obtenus a 0,5 wt% (Figure 111.3). Par contre, le maximum de variation d’absorbance a

pH 4,2, dans ce cas est obtenu pour le ratio Pr : Ps de 4 :1.

Pour la derniere concentration totale en biopolyméres testée a 1 wt %, les évolutions de
I’absorbance présentent les valeurs les plus élevées en les comparant aux trois cas précédents.
On remarque aussi que le maximum de variation d’absorbance a pH 4,2, dans le cas de ce
systeme est semblable a celui obtenu pour le systeme a 0,1wt%, qui est obtenu pour le ratio

Pr:Psde1: 1, mais avec des valeurs d’absorbance plus élevées (Figure 111.4).
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Figure 111.3: Absorbance a 650 nm des mélanges gélatine/ NaCMC en fonction du pH a une
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Figure 111.4: Absorbance a 650 nm des mélanges gélatine/ NaCMC en fonction du pH a une
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Les figures I11.1-4, pour une concentration totale en biopolymére 0,1 wt% et 1 wt%
respectivement, présentent un maximum de variation d’absorbance pour le ratio 1 : 1. Ce ratio
massique a une influence capitale sur la solubilité des polyelectrolytes. Ces résultats sont en
accord avec les travaux déja réalisés par (Feng et al., 2008), qui ont constaté qu’ une
séparation de phase est généralement observée pour un ratio massique Pr : Ps (1: 1)
correspondant & la neutralisation des charges. Pour des ratios éloignés de 1 les
polyelectrolytes sont solubles.

Des travaux réalises par (Xia et Dubin, 1994) ont pu aussi montrer que le ratio massique
protéine : polysaccharide (Pr : Ps) a une tres grande importance sur le phénomene de
séparation de phase par coacervation complexe. En effet, & un pH et a une force ionique
donnés, le ratio massique Pr : Ps va conditionner la neutralisation des charges entre les deux
macromolécules. Si les complexes sont de type stoechiométrique, c’est a dire que la
neutralisation est obtenue pour des ratios de 1 : 1, tout ratio supérieur ou inférieur aura pour
effet de solubiliser ces complexes et donc de diminuer la formation de coacervats d’une part
(Kaibara et al., 2000a).

D’autre part, dans 1’¢tude de la coacervation complexe entre la gélatine et la CMC, (Koh et
Tucker, 1988 a-b) ont par exemple montré que le volume de la phase constituant le coacervat
était maximum pour un ratio de mélange de 1 : 1, pour lequel la neutralisation des charges
portées par les deux macromolécules est obtenue. L’influence du ratio de mélange sur la
formation de complexes a particulierement bien été mise en évidence par Bowman et al.,
(Bowman et al., 1997) dans le cas d’un mélange entre de la gélatine et du poly (styréne
sulfonate) de sodium.

Généralement pour la plupart des systemes, on observe aussi la précipitation pour un ratio de
charges proche de 1. Ainsi pour la complexation entre un copolymere d'acrylonitrile et de
methallyl sulfonate de sodium (ANS) et un copolymére d’acrylonitrile 2-méthyl-5-
vinylpyridine méthyle quaternise avec du iodométhane (ANPQ), un trouble est observable & la
stoechiométrie, rapport de charges égal a 1 (Desbrieres et Rinaudo, 1981). Ce trouble se
disparaitt avec I’ajout du polyélectrolyte titrant en exces.

I11-1-2. Observations visuelles de la séparation de phase apres cing jours et étude de la

composition des deux phases obtenues

Nous avons observé la séparation de phases aprés cing jours dans des tubes contenant les
mélanges gélatine/NaCMC/eau a concentration 1%, ainsi qu’a différents pH. Notre choix s’est

porté sur pH 4,2 ; 6,8; 7,8 et 8,3. Ces observations visuelles ont été faites pour confirmer



réellement que 1’interaction maximale entre les deux biopolymeéres a eu lieu effectivement a

pH 4,2 avec séparation de phases.

L’examen visuel des tubes apres cing jours a pH 4,2, atteste la présence de deux phases dont
les volumes varient en fonction du ratio Pr : Ps (Figure I11.5), la phase inférieure s’agit d’un
semi-solide blanchatre, cette observation confirme celle de (Wang et al., et 1999) qui
précisent que lorsque I’interaction électrostatique est faible, la séparation de phase est de type

liquide-liquide, alors qu’elle est plutot de type liquide-solide si les interactions sont fortes.

L’influence du ratio Pr : Ps a également été mise en évidence. Globalement, le volume de la
phase inférieure est maximal pour le ratio 1 : 1(Figure 111.5). Ces résultats sont en accord
avec les résultats de la variation de 1’absorbance des mélanges a 650 nm. Nous avons vu que
pour pH 4,2, I’absorbance est plus importante dans la gamme de ratio comprise entre 8: 1
et 1 : 8. On remarque aussi que ces mélanges sont également caractérisés par un trouble
persistant de la phase supérieure apres cing jours. Ceci indique la présence de particules
solubles pour lesquelles les charges des deux biopolymeres ne sont pas totalement
neutralisées ou on est a la présence de particules de petite taille.

1:8 1:4 1:2 1:1 2:1 4:1 8:1
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Figure 111.5: Séparation de phase obtenue a différents ratios Pr : Ps du mélange gélatine/
Na CMCleau a 1%, apres 5 jours a pH 4,2.



Pour les mélanges a pH 6,8, 7,8 et 8,3 (Figure I11.6a-c), ils se retrouvent donc clairs du fait
de la solubilité des particules formées ou de la diminution de leur taille. L’explication de ce
phénoméne réside dans la diminution du nombre de charges positives portées par les
molécules de gélatine au fur et a mesure que 1’on augmente le pH. Les tubes précédemment
troubles se retrouvent donc clairs du fait de la solubilité des particules formées. Ces résultats
sont en accord avec les mesures d’absorbance des mélanges a 650 nm. Concernant toujours
les mélanges a pH 6,8, 7,8 et 8,3, on remarque que le volume de la phase inférieure obtenue
est tres faible (Figures 111.6a-c). La phase supérieure est transparente a tous les ratios Pr : Ps,
indiquant une neutralisation partielle des charges des deux macromolécules (complexes
macromoléculaires solubles) ou une faible interaction entre les deux biopolymeres.

111-1-3. Etude de I’évolution de I’absorbance en fonction de la concentration et du pH du
systeme natif

Les valeurs de I’absorbance obtenues pour les solutions G/NaCMC sont dépendantes du pH
des solutions et sont moins élevées a pH neutre qu’a pH acide (prés de plE) (Figures 111.7-9).
En plus, I'augmentation de la concentration en protéines a généralement pour effet
d’augmenter I’absorbance (Schmitt et al., 1999). Cette augmentation est plus remarquable a
pH 4,2.

Cependant, I’ajout de la carboxyméthylcellulose (NaCMC) a pour effet d’augmenter
I’absorbance surtout a pH 4,2 et 5,2 (Figures 111.7-8).

La présence de la NaCMC seule ou de la NaCMC et du NaCl simultanément en solution,
influence les valeurs de ’absorbance. Toutefois, les valeurs de 1’absorbance lors de 1’ajout
simultané de la NaCMC et de NaCl a différentes concentrations sont moins importantes que
celles observées lors de I’ajout de la NaCMC seule (Figures 111.7-9).

L’effet de la NaCMC semble prédominer sur celui de NaCl car 1’ajout de quantités de plus
en plus grandes de NaCMC provoque une augmentation de plus en plus importante de
I’absorbance a pH 4,2 (Figure 111.7). Cela est di aux fortes concentrations salines, puisqu’ on
sait bien qu’en présence de concentrations ioniques relativement faibles la formation de
complexes de biopolymeres est favorisee, parce que le nombre de charges sur ces molécules
est suffisant pour effectuer des liens électrostatiques entre elles sans étre significativement

influencés par les ions.
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Figure 111.6: Séparation de phase obtenue a différents ratios Pr : Ps de mélange gélatine/
Na CMCl/eau a 1%, apres 5 jours a pH (a) 6,8, (b) 7,8 et (c) 8,3.



Par contre a de fortes concentrations en ions, il y a un effet inverse, celui de la suppression
des complexes, qui se justifierait par I'entrée en compétition des ions, avec les
macromolécules. Cela veut dire en réalité qu'a forte concentration en ions dans la solution, les
charges portees par les biopolymeres sont réduites par les interactions avec ces ions (en créant
un effet d'écran électrostatique), ce qui empécherait les interactions électrostatiques entre les
molécules de protéine et de polysaccharide (Mattison et al., 1995), pouvant aller jusqu’a
supprimer totalement la coacervation complexe comme cela a été prédit par la théorie de
(Veis et Aranyi, 1960). Lors de I’étude de la coacervation complexe établie entre la
myoglobine et des polysaccharides anioniques, (Imeson et al., 1977) ont montré aussi que
I’augmentation de la force ionique entrainait une perte de [’action protectrice du

polysaccharide pour la protéine qui était alors dénaturée apres traitement thermique.
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Figure 111.7 : Evolution de I’absorbance en fonction de la concentration
de la gélatine, et du mélange gélatine/ NaCMC (1 : 1), en absence et
en présence de NaCl (2 M) a pH 4,2.
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de la gélatine, et du mélange gélatine/ NaCMC (1 : 1), en absence et
en présence de NaCl (2 M) a pH 7,0.



Les figures 111.10-12 présentent les variations de 1’absorbance de la solution de gélatine a
différentes concentrations et a différents pH, en absence et en présence de CaCl,. Les résultats
montrent que la présence de CaCl; en solution diminue 1’absorbance de la gélatine plus
particulierement a pH 4,2 et 5,2 en comparaison avec celles obtenues pour la gélatine seule.
Par contre, elle augmente a pH 7,0.

L’ajout de la NaCMC a pour effet aussi d’augmenter 1’absorbance, surtout a pH 4, 2. D’autre
part I’addition de la NaCMC et du CaCl> respectivement en solution influence les valeurs de
I’absorbance. Toutefois, les valeurs de 1’absorbance lors de I’ajout de la NaCMC et du CaCl;
sont moins importantes que celles observées lors de 1’ajout de la NaCMC seule a 1’exception
de pH 7,0. Ces interprétations ont été aussi émises et confirmeées par (Mattison et al., 1995) et
par (Schmitt et al.,, 2000) qui ont pu montré que les ions divalents supprimaient la
coacervation complexe a des concentrations ioniques plus faibles que les ions monovalents,
mais que cette suppression pouvait étre levée si la solution des ions divalents était diluée. Ceci
démontrerait que I'effet ionique des ions divalents est plus fort que celui des ions
monovalents. Mais cela ne va pas empécher de dire que I’effet de la NaCMC reste toujours
préedominant sur celui de CaCl; et de NaCl suite aux observations faites.

A travers les différentes valeurs d’absorbance obtenues, nous avons pu constater que 1’ajout
de concentrations croissantes en NaCl et CaCl; se traduisait par des changements de structure
des solutions de la gélatine. Ces changements apparaissent cependant pour des gammes de
concentrations en CaCl, beaucoup plus faibles qu’en NaCl. Les différences observées par
I’effet des ions Na* et Ca®'sur la structure des solutions ne peuvent pas étre expliquées
uniquement par la valence des ions. La nature des interactions existantes entre la gélatine et
ces deux cations semble différente. Bien que tous les deux diminuent les répulsions de la
protéine, il semble que des liaisons spécifiques avec la gélatine auraient lieu en présence
d’ions Ca®* (Donato, 2004).

Dans des travaux précédents réalisés par (Renard et Thibault, 1993); (Walkinshaw et
Arnott, 1981), ont pu aussi montrer qu’en présence d'ions divalents, les chaines de la protéine
s'organisent en deux dimensions présentant des groupements carboxyliques chargés
négativement entre lesquels les ions viennent se loger. Le gel rigide de gélatine ainsi obtenu
est le résultat d'interactions entre les groupements carboxyles libres et les ions (calcium),
formant des ponts entre les molécules. Ce modele est connu sous le nom de «egg-box» ou

boite d'oeufs.
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Par ailleurs, des études de la cinétique d’hydrolyse de la protéine par la thermolysine ont mis
en évidence que la fixation du calcium induisait des changements de conformation de la
protéine (Dufour et al., 1994). Ceci a également été mis en évidence dans les travaux de
Jeyarajah et Allen (Jeyarajah et Allen, 1994), qui ont montré que la réactivité des groupes
sulfhydryles de la g-Lactaglobuline s'accroit quand la teneur en calcium de augmente (dans la
gamme 1-15 mM, pH 8). Ce résultat serait probablement lié a la formation ponts
intramoléculaires entre les groupes chargés de la protéine et le calcium, induisant de petits
changements de conformation. En outre, I'hydrophobie augmentant parallélement, la présence
de calcium favoriserait celle-ci et la formation de ponts disulfures. Le chlorure de sodium
n'aurait en revanche aucun effet sur la réactivité du groupe sulfhydryle.

Maintenant passant a I’étude de I'effet des sucres, qui sont souvent inclus dans la formulation
des medicaments et des produits alimentaires tels que le glucose, le saccharose, le lactose et
les polyols, qui peuvent avoir un effet protecteur sur diverses protéines contre la dénaturation
thermique qui survient lors des différents processus de transformation surtout dans le domaine

alimentaire.



Dans ce méme contexte, la figure 111.13 présente les variations de 1’absorbance de la
solution de gélatine a différentes concentrations et a différents pH en présence et en absence
du glucose. Les résultats montrent que la présence du glucose en solution diminue

I’absorbance de la gélatine surtout a pH 4,2 semblablement au cas de CaCl..
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Figure 111.13 : Evolution de I’absorbance en fonction de la concentration
de la gélatine, et du mélange gélatine/ NaCMC (1 : 1), en absence et
en présence du glucose a pH4,2.

Par contre, a pH 5,2 et 7,0 I’absorbance augmente avec 1’ajout de glucose qui peut
s’expliquer par une plus grande organisation des molécules d’eau autour des molécules de
protéines qui maintient ou méme accentue leur hydratation. Cette structure protege les
protéines contre la dénaturation thermique, ralentit leur déploiement et leur tendance a
I’agrégation (Bull, 1978).

Ceci a été effectivement observé dans les travaux réalisés par Morr et Ha (Morr et Ha,
1993), qui ont confirmés que les sucres sont des substances qui stabilisent la structure native
des protéines contre la dénaturation par la chaleur et la congélation, et donc elles pouvaient

avoir un effet protecteur sur la structure des protéines (Morr et Ha, 1993) d’une part.



D’autre part, Bernal et al., (Bernal et al., 1985), ainsi que Boye et al., (Boye et al., 1996)
ont aussi démontré cet effet protecteur sur la protéine lors de I’ajout de différents sucres tels
que le ('le glucose, le lactose ou le sucrose).

D’un autre coté, 1’addition de la NaCMC augmente 1’absorbance. Cet effet est plus
remarquable a pH 4,2. Toutefois, les valeurs de I’absorbance lors de 1’ajout simultané de la
NaCMC et du glucose restent moins importantes que celles observées lors de I’ajout de la
NaCMC seule (Figures 111.13-15).

On peut conclure a nouveau que 1’effet de la NaCMC semble prédominer sur celui de NaCl,

CaCl; et du glucose dans tous les cas étudies.
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Figure 111.14 : Evolution de 1’absorbance en fonction de la concentration

de la gélatine, et du mélange gélatine/ NaCMC (1 : 1), en absence et
en présence du glucose a pH 5,2.
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Figure 111.15 : Evolution de I’absorbance en fonction de la concentration
de la gélatine, et du mélange gélatine/ NaCMC (1 : 1), en absence et
en présence du glucose a pH 7,0.
I11-1-4. Diagrammes de phase

L’¢laboration des digrammes de phases permet d’étudier le comportement en solution de
mélanges de polyméres. Le comportement de différents systtmes G/NaCMC en absence et en
présence de NaCl, CaCl> et du glucose a donc été observeé visuellement et caractérisé comme
étant compatible ou incompatible selon les différentes concentrations de la gélatine et de la
NaCMC ainsi que les pH des solutions.

Une observation des tubes est ensuite réalisée. Cette premiére observation permet de définir
le diagramme d’état en distinguant les systeémes qui présentent une séparation de phase
macroscopique de ceux qui restent homogenes. Le nombre de phases du systéeme a été évalué
selon que la séparation de phases était évidente ou non. Puisque les solutions de gélatine seule
et de NaCMC seule sont toutes les deux claires, la présence de turbidité est causée par des
interactions entre les protéines et les polysaccharides du systeme (Michon et al., 1996).
I11-1-4-1. Systeme Gélatine/NaCMC

Les solutions Gélatine/NaCMC a pH 4,2 se sont révélées claires et homogénes pour les
concentrations inférieures a 0,6%. Il est possible que le seuil de concentration critique ou une

séparation de phase n’est survenue qu’a une concentration supérieure a 0,6% et qui est plus



remarquable surtout a 0,95% (Figure 111.16, voir annexe Al). Ceci concorde effectivement
avec les résultats trouvés pour la variation de 1’absorbance, car a cette concentration on a un
maximum d’interaction entre les deux biopolymeres.

Par contre, il a été observé tant a pH 5,2 qu’a pH 7,0 une turbidité avec précipitation pour les
mélanges G/NaCMC et a toutes les concentrations d’une maniére générale (Figure 111.16,
voir annexe Al).

C’est par une augmentation de la turbidité et non par une séparation en deux phases
distinctes que celle-ci s’est manifestée. Cette augmentation de turbidité correspond aussi a une
séparation de phases. D’aprés Syrbe et al., (Syrbe et al., 1995), lorsque les phases d’une
solution de polymeéres incompatibles sont soumises a une agitation, celles-ci se comportent
comme de I’huile et de I’eau, c'est-a-dire qu’elles forment une émulsion instable. Selon
Michon et al. (Michon et al., 2000), il est possible que la turbidité des mélanges s'explique
partiellement par une haute concentration en polymeéres qui provoque une augmentation de la
viscosité des mélanges. Les phases macroscopiques de ces mélanges auraient alors de la
difficulté a se séparer étant donné la présence de cette haute viscosité. Toutefois, apres
centrifugation, les mélanges demeurent toujours troubles ce qui indique que la viscosité n'est
pas la seule responsable de la turbidité des mélanges (Michon et al., 2000). Un comportement
semblable a été obtenu par (Michon et al., 2000) avec des mélanges gélatine iota-
carraghénane a pH7,0. D'autres auteurs ont aussi observé que le comportement des systémes
contenant des protéines du lactosérum prétraitées en présence de polysaccharides anionigues,
telle la K-carraghénane a pH 7,0 s'est manifesté par une séparation de phases et non par
augmentation de la turbidité (Syrbe et al., 1995).
L’apparition de cette séparation de phases ou bien cette turbidité, s’explique aussi par le fait
que la majorité voire la totalité des polysaccharides se retrouve dans la phase supérieure de la
solution avec une grande partie du solvant, alors que les protéines concentrées se retrouvent
dans la phase inférieure avec trés peu de solvant. Ceci est premiérement di au fait qu’a ce pH
surtout (& pH 5,2), les protéines sont proches de leur plE et ne sont pas chargées, elles
interagissent beaucoup plus entre elles qu’avec les autres constituants de la solution.
Deuxiément la NaCMC a la particularité d’exclure les autres polymeres de son milieu et
s’accaparer la majorité du solvant grace a sa structure particuliérement hydrophile (Syrbe
1997).

En présence de sel et surtout & pH 4,2 les mélanges montrent des solutions claires (Figure

I11.17, voir annexe Al), sans particules en solution et sans précipitation pour des



concentrations inférieures a 0,6%, c'est-a-dire on aura suppression de la coacervation qui se

manifeste par la disparition totale de la séparation de phases.
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Figure IIL16 : Diagramme de phase du systéme gélatine NaCMC

(1 : 1) en fonction de la concentration et du pH.

La raison pour laquelle il n’y a pas de séparation de phases car a de fortes concentrations en
ions, il y a un effet inverse, celui de la suppression des complexes, qui se justifierait par
I'entrée en compétition des ions, avec les macromolécules. Cela veut dire en réalité qu'a forte
concentration en ions dans la solution, les charges portées par les biopolymeéres sont réduites
par les interactions avec ces ions (en créant un effet d'écran électrostatique), ce qui
empécherait les interactions électrostatiques entre les molécules de protéines et de
polysaccharides (Mattison et al. 1995), pouvant aller jusqu’a supprimer totalement la
coacervation complexe comme cela a été predit par la théorie de Veis et Aranyi (Veis et
Aranyi 1960).

Mais, pour des concentrations supérieures a 0,6% en présence de NaCl a pH 4,2 et pour

toutes les concentrations d’une maniere générale a pH 5,2, les solutions sont turbides avec



précipitation. Cette augmentation de turbidité correspond aussi a une separation de phases. La
présence de force ionique élevée minimise les interactions électrostatiques entre les
groupements chargés des protéines et des polysaccharides et favorise les interactions
polymere-polymere de méme nature (Tolstoguzov, 1991). Les interactions polysaccharides -
solvant et protéines-solvant diminuent donc en faveur des interactions polysaccharides-
polysaccharides et protéine-protéine, ce qui entraine cette séparation de phases.

Ces résultats concordent avec ceux de plusieurs auteurs qui ont observé que les mélanges
protéines-polysaccharides anioniques ne montraient pas de séparation de phases, a moins
d’étre en présence d’une force ionique élevée (plus de 0,2M de NaCl) ce qui est notre cas
(Antonov et al., 1979; Tolstoguzov, 1991).

Par contre, la précipitation qui est plus apparente surtout a pH 5,2, est dle a la grande force
ionique présente : 1’eau étant devenue un moins bon solvant, les interactions protéines-
protéines augmentent et une partie de celles-ci devient insoluble surtout aux pH prés du plE
ou les interactions protéines-protéines sont déja favorisées (Grinberg et Tolostoguzov,
1997).

A pH 7,0, les mélanges se sont tous révélés clairs et homogenes. La zone d”homogenité de
ce systeme correspond aux conditions découlant d’une diminution de I’absorbance, c'est-a-
dire a des concentrations élevees en polymeére et une grande force ionique (Figure 111.17,
voir annexe Al). Il semble que I’augmentation des interactions protéines-protéines favorise
la dénaturation puisqu’il se produit un effet de concentration des protéines amenant une
augmentation des interactions hydrophobes et une absorbance plus faible (Schmitt et al.,
1999). De plus, il est possible que I’augmentation des interactions polysaccharides-
polysaccharides diminue ou empéche la formation d’une structure stabilisatrice avec 1’eau.
Ainsi la NaCMC ne contribue plus a la protection des molécules de protéines. Ceci pourrait
expliquer la faible augmentation de I’absorbance en présence de grande quantité de
polysaccharide.

En présence de CaCl; et aux trois pH étudiés, la totalité des solutions précipitent (Figure
111.18, voir annexe Al). Cette précipitation a une tendance beaucoup plus vers une
gélification surtout a pH7,0. Cela est di probablement a la grande force ionique de CaCl;
présente du fait que l'effet ionique des ions divalents est plus fort que celui des ions
monovalents. L’eau étant devenue un moins bon solvant, les interactions protéines-protéines
augmentent et une partie de celles-ci deviennent insolubles (Tolostoguzov, 1997). Cette
précipitation qui est trés apparente (gélification) se traduit par ’augmentation des valeurs de

I’absorbance. Ce résultat est en accord avec les travaux réalisés par Walkinshaw et Arnott



(Walkinshaw et Arnott, 1981) Renard et Thibault, (Renard et Thibault, 1993) qui ont pu
aussi montrer qu’en présence d'ions divalents, on a formation d’un gel rigide qui est le résultat
d'interactions entre les groupements carboxyles libres de la protéine et les ions (calcium),

formant des ponts entre les molécules.
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Figure IIL.17 : Diagramme de phase du systéme gelatine NaCMC
(1:1) en présence de NaCl (2M).
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Lors de I’ajout du glucose a ce systeme, la séparation de phase se prononce beaucoup plus a
pH 4,2 et, par conséquent, la présence du glucose va minimiser les interactions
électrostatiques entre les groupements chargés des protéines et des polysaccharides tout en
favorisant les interactions polyméres-polyméres de méme nature. Les interactions
polysaccharides-solvant et protéine-solvant diminuent donc en faveur des interactions
polysaccharides- polysaccharides et protéines-protéines, ce qui entraine cette séparation de
phases (Portsch, 2011) (Figure I11. 19, voir annexe Al).
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I11-1-5. Suivi de la mobilité éléctrophorétique obtenue dans le mélange gélatine/
carboxymeéthylcellulose

La mesure de la mobilité électrophorétique des colloides permet d’obtenir des informations
quant a I’interaction entre la surface de ceux-ci et les molécules de solvant (Hunter, 1986,
Hattori et al., 2000) dans des conditions données de pH et de force ionique. La coacervation
complexe étant majoritairement gouvernée par des interactions électrostatiques entre les
macromolécules, la mesure de la mobilité électrophorétique doit nous permettre de définir les
conditions optimales d’interaction entre les deux macromolécules en termes de pH.

Lorsqu’on suit D’évolution de la mobilité éléctrophorétique pour la dispersion
gélatine/NaCMCl/eau en absence de NaCl, on note une influence du ratio (Pr : Ps) sur I’allure
des éléctrophérogrammes (Figure 111.20). Lorsque le ratio (Pr : Ps) estbas (1: 1) et (2: 1), il
est intéressant de noter que I’interaction entre la gélatine et la NaCMC n’a pas été affectée de
facon remarquable et ceci en comparaison avec 1’éléctrophérogramme de la gélatine seule.

Par contre, lorsque le ratio est en faveur de la protéine (8: 1) et (4: 1), leurs
éléctrophérogrammes subissent des modifications importantes. Pour le ratio 8 :1, le pic (1) a
changé de forme en comparaison avec celui de la gélatine seule, par contre les pics (2) et (3)

n’ont subi aucun changement d’une part. D’autre part, pour le ratio (4 : 1), les trois pics ont



changé de forme. Ceci concorde avec les résultats obtenus par UV-vis qui révele que
I’interaction maximale entre les biopolymeéres étudiés est obtenue pour ce méme ratio pour
une concentration totale en biopolymeéres 0,75 wt%.

Par contre, lorsqu’on suit I’évolution de la mobilité éléctrophorétique pour la dispersion
gélatine/NaCMC/eau en présence de NaCl, on note aussi une influence du ratio (Pr : Ps) sur
I’allure des éléctrophérogrammes, mais elle est moindre (Figure 111.21). On peut dire que
pour la dispersion gelatine/NaCMC/eau en présence de NaCl, et pour la totalité des ratios (Pr :
Ps) ((1:1),(2:1), (4: 1)), il est important de noter que I’interaction entre la gélatine et la
NaCMC n’a pas ét¢ atteinte de fagon remarquable en comparaison avec 1’¢éléctrophérogramme
de la gélatine seule. Cela veut dire en réalité qu'a forte concentration en ions dans la solution,
les charges portées par les biopolymeéres sont réduites par les interactions avec les ions de Na*
(en créant un effet d'écran électrostatique), ce qui empécherait I’établissement des interactions
électrostatiques entre les molécules de protéines et de polysaccharides (Mattison et al. 1995),
pouvant aller jusqu’a supprimer totalement la complexation ; ceci est aussi en accord avec les
résultats obtenus par UV-vis.
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Figure 111.20 : Eléctrophérogrammes de la gélatine seule (A) et des mélanges G/NaCMC a
différents ratios : B (1:1), C (2:1), D (4 :1) E (8 :1) en absence de NaCl.
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Figure 111.21 : Eléctrophérogramme de la gélatine seule (A) et des mélanges G/NaCMC a
différents ratios : B (1 :1), C (2:1), D (4 :1) et en présence de NaCl.



I11-1-6. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier est basée sur 1’absorption d’une onde
électromagnétique par un dipble oscillant (groupement chimique). Les vibrations atomiques
des molécules ont lieu dans le domaine infrarouge du spectre électromagnétique, mais la
fréquence d’absorption dépend du type de liaison chimique et de son mode de vibration
(Lefevre et Subirade, 2001).

Les polysaccharides contenant des groupements carboxyliques comme la
carboxymethylcellulose peuvent également étre étudiés par spectroscopie infrarouge. Dans ce
cas, des variations de I’intensité des liaisons entre les atomes peuvent étre mises en évidence

en suivant la transmitance spécifique des groupements principaux (Schmitt, 2000).
La figure 111.22 montre le spectre infrarouge de la NaCMC :

Une large bande apparait a 3333 cm™ correspond aux variations de valence des OH. La
bande a 905 cm™, correspond a la vibration spécifique des liaisons simples de type C-O-C qui

compose les cycles des résidus glucidiques de la chaine principale.

La bande & 1596 cmest caractéristique de la vibration asymétrique des groupements
carboxyliques (COQ") portés par les résidus d’acide glucuronique.

Le spectre infrarouge de la NaCMC, affiche également une bande a 2907cm™ caractéristique
des vibrations de valence C-H et correspond aux fractions aliphatiques (Lii et al., 2000;
Szorcsik et al., 2006), tandis que les bandes caractéristiques a 1125 et 1052 cm™ sont
affectées a C-O-C des unités glucosidiques et B-(1—4)-glucosidiques liées, respectivement
(Maetal., 2007 ; Ren et al., 2008).

L’effet du pH sur la structure de la NaCMC est nettement visible sur les spectres IRTF,
montre une modification significative de la position des bandes qui se situent a 905, 1125 et
1052 cm™ respectivement. En revanche, une augmentation de ’intensité de la bande située a
1596 cm™ avec I’augmentation du pH de 6,83 a 7,0, révéle une déprotonation des groupements
carboxyliques de la NaCMC (Schmitt, 2000).

De plus, le changement de pH de la solution de la NaCMC conduit a un déplacement
bathochrome a pH 4,2 et 7,0 de 1596 cm™ & 1629 cm™ et 1605 cm™ respectivement. Par

contre, a pH 5,2 la bande ne subit aucun changement.
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Figure 111.22: Spectres infrarouge: (2) NaCMC native pH 6,83; (b) NaCMC pH 4,2
(c) NaCMC pH 5,2; (d) NaCMC pH?7,0.

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier est aussi sensible aux variations de
structure secondaire des protéines impliquant les feuillets B, dont les plans des liaisons
successifs sont disposés en zigzag et des angles voisins de 160°. Les chaines latérales sont
réparties alternativement de part et d’autre des plans. Les liaisons s’effectuent par pont
hydrogeéne situés dans les plans du feuillet plissé entre des CO d’une liaison et des —NH d’une
autre liaison peptidique (Wilson, 1995).

Pour les protéines, le signal infrarouge est principalement dd aux vibrations des groupements
amides de la chaine polypeptidique, chaque groupement donnant lieu a des modes de
vibration spécifiques. L’¢tude de la structure secondaire de la protéine est principalement
basée sur 1’intérét porté a la vibration d’élongation de C = O des groupements amides dans la
région amide | du spectre, comprise entre 1600 et 1700 cm™ (Casal et al., 1988; Boye et al.,

1996; Lefevre et Subirade, 2001). La spectroscopie infrarouge est tres sensible a



I’arrangement spatial de ce type de liaison. Elle permet donc de distinguer une structure en
hélices-a d’une structure en feuillets-f, qui est le type de structure secondaire pour laquelle

cette méthode est la plus sensible (Byler et Susi, 1986 ; Surewicz et Mantsch, 1988).

La figure 111.23 illustre le spectre infrarouge de la gélatine native qui montre plusieurs
bandes caracteristiques. La premiére région correspond aux vibrations de valence des OH et
des NH qui apparaissant respectivement aux alentours de 3435 et 3326 cm™ La région qui
s’étend entre (3600-2300 cm™) est I’amide A correspondant a 1’élongation —~NH couplée avec
la liaison hydrogene (Milch, 1964).

Il existe aussi, selon (Centeno et al., (2004), deux zones bien spécifiques :

Une premiére a environ 1655 cm™ représente le carbonyle C=0O de I’amide primaire (1’amide
). Une deuxiéme a 1554 cm™ de D’amide II correspondant a 1’élongation C-N et sa
déformation dans le plan, d’une part et d’autre part, le pic & 1240 cm™ correspond a I’amide
Il qui est attribuée aux vibrations des groupements C-N et N-H de ’amide liée ou bien aux
vibrations des groupements CH: de la glycine (Su et al., 2010 ; Guerrero et al., 2010). Ces
pics ont été identifiés comme étant similaires a ceux rapportés par (Muyonga et al., 2004).

Selon une étude menée par (Yakimet et al., 2005), la triple hélice de la molécule mére qui
est le collagéne absorbe a 1660 cm™ et I’hélice a s’étend en général de 1650 a 1640 cm™. 1l a
aussi été trouvé que lorsque le taux d’hélice augmente, il peut atteindre 1661 cm™, alors qu’en
solution la gélatine perd son degré d’ordre qui est représenté par le taux en triple hélice. La
bande d’absorption correspondante baissera jusqu’a 1643 cm™, alors que les feuillets-B se
trouvent dans la gamme de 1640 a 1620 cm™, les B-tours absorbent & 1695 jusqu'a 1660 cm™.
Par contre, la région de I’amide secondaire peut augmenter jusqu’a 1560 cm™ et diminuer
jusqu’a 1500 cm™. Cette derniére bande est moins sensible a la structure secondaire de

I’amide 1.

Il a été reporté par Pal et al., (Pal et al., 2007) que la vibration de déformation de N-H ou
bien la vibration d’¢longation et de déformation dans le plan de I’amide secondaire apparait
entre 1550 cm™ et 1500 cm™. L’apparition des deux bandes a 1655 cm™ et 1554 cm™

approuvent ce qui a été décrit dans la littérature (Figure 111.23).

D’autre part, ’analyse de la région amide primaire du spectre de la gélatine fait apparaitre
une bande & 1655 cm™ et une deuxiéme a 1554 cm™. Ces caractéristiques spectrales sont
indicatives d’une structure secondaire composée principalement de feuillets  conjugués a la

présence d’hélice a (Dong et al., 1995; Bandekar et al., 1992).



Nous décelons aussi deux épaulements d’intensités faibles a 2959 cm™ et 2882 cm

correspondant aux C-H aliphatiques asymétriques et symétriques.

Par ailleurs, les vibrations de déformation de ces derniers groupements sont apparues a 1456

cmlet 1403 cm™.
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Par contre, les bandes qui apparaissent a 1161 cm™ et 1081 cm™ correspondent a la vibration

d’élongation C—O. La bande située a 653 cm™ est die aux vibrations de balancement des NH.

Le suivi de I’influence du pH sur la structure en feuillets  de la gélatine montre que dans la

gamme de pH étudiés (4,2-7,0) plusieurs changements structuraux significatifs sont visibles.

A pH 4,2, la bande située & 1655 cm™ subit un déplacement bathochrome vers 1658 cm™.



» L’effet dii au changement de pH

Le changement de pH de la solution de gélatine native méne a un déplacement hypsochrome
de 1655 cm™ vers 1648 cm™ et 1641 cm™ aux pH 5,2 et 7,0 respectivement. Le déplacement
de ces bandes est associé a la structure de I’hélice a. Ces déplacements menent a dire que la

structure de la triple hélice est atteinte par le changement de pH (Allain et al., 1999).

Le changement de pH conduit aussi a la variation de I’intensité de ’amide III qui est aussi
associé a son tour a la triple hélice (Muyonga et al., 2004).
» L’effet dii a I’addition de la NaCMC native

L’étude de I’effet de 1’ajout de la NaCMC native sur la gélatine native par spectroscopie
infrarouge est en accord avec les travaux menés par (Zaleska et al., 2000), (Lii et al., 2000)
et, (Pal et al., 2007), Les résultats montrent un déplacement bathochrome de 3326 cm™ vers
3359 cm™ de la bande des NH. Il est & noter aussi que la position du sommet de la bande
maximale qui correspond aux vibrations d’élongation des groupes hydroxylés non carboxylés
dans le cas de la NaCMC subit un déplacement bathochrome de 3333 cm™ vers 3359 cm?,

ceci est di a I’implication du groupement hydroxyle de la NaCMC dans la complexation.

Les bandes de la gélatine qui apparaissent a 1161 cm™ et 1081 cm™ correspondant a la
vibration d’élongation C—O, subissent un déplacement hypsochrome pour les deux bandes

vers 1116 cm™ et a 1070 cm™ respectivement.

A 2924 cm™ et & 2866 cm™ correspondant aux C-H aliphatiques asymétriques et symétriques
respectivement (L.ii et al., 2000).

La déformation des C-H symétriques 5 1403 cm™ subit un déplacement bathochrome qui
réapparait a 1408 cm™ (Lii et al., 2000).



La bande localisée & 1596 cm™  caractéristique de la vibration asymétrique des groupements

carboxyliques (COQO") portées par les résidus d’acide glucuronique subit aussi un déplacement

bathochrome vers 1657 cm™ (Figure 111.24).
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Le suivi de I’influence du pH sur le phénomene de complexation de la gélatine avec la

NaCMC, fait apparaitre plusieurs changements dans les spectres dans la gamme de pH étudiée

(4,2-7,0), qui se prononcent avec des déplacements hypsochromes surtout a pH 5,2 (1648 a
1590 cm™ et pH 7,0 (1641 a 1585 cm™). Cependant, ces déplacements des bandes sont

associés a la structure de 1’hélice a. Ces modifications ménent a conclure que la structure de

I’hélice a est atteinte par le changement de pH aussi bien pour le cas de la gélatine seule, que

pour la gélatine complexée avec la NaCMC (Figure 111.24).

Pour pouvoir suivre 1’effet des sels (NaCl, CaCly) et du glucose ajoutés au melange natif et

aux mélanges a différents pH, nous allons d’une maniére breéve élucider leur mode d’action



avec les protéines. Dans la littérature (Rbii, 2010) les ions de sels neutres peuvent réagir avec
les charges des protéines et donc abaisser les interactions électrostatiques entre les charges

opposeées.

Sur la figure 111.25, nous pouvons observer les différents types d’interactions susceptibles

de stabiliser les structures proteiques.

lonique 3 Lialson
hydrogéne

Pont
disulfure

Figure 111.25 : Les différents types d’interactions susceptibles de stabiliser les structures
protéiques (Rbii, 2010).

D’aprés (Tanford et al.,1959), la fixation des ions provoque la diminution du point
isoélectrique (PIE) de la B-Lactoglobuline (B-Lg) en présence de KCI, NaCl ou CaCly,
suggérant une affinité spécifique pour les cations K*, Na* ou Ca?* par I’intermédiaire des

groupements carboxylates de la protéine.

D’autre part, il est déja connu par (Baumy et al., 1988), que la protéine présente des affinités

pour les ions métalliques ( Zn?* > Fe?* > Cu?*> Ca?* > Mg?* > Mn?").

En revanche, le glucose, le galactose ainsi que d’autres sucres sont souvent inclus dans la
formulation des médicaments et des aliments, mais sont aussi présents naturellement en tres
faible quantité dans le collagéne. La quantité varie fortement non seulement entre les
différentes espéces mais aussi, dans certains cas, entre les différents tissus chez le méme
animal. Ainsi, dans les collagénes de mammiferes, la teneur en glucides varie de 0.4% dans la
peau a 4% dans les cartilages et jusqu’a 12.6% dans les muscles (Bornstein et Traub, 1979).
Des sucres qui jouent un role dans la structure du collagene. La réaction entre des sucres et

des fonctions amines libres a fait I’objet de nombreuses publications (Cortesi et al., 1998).

Une des réactions trés connue est la réaction de Maillard (ou brunissement non

enzymatique), qui est un processus chimique complexe partant d’'un composé¢ aminique



(généralement des acides aminés) et d’un composé carbonylé (généralement un glucide)
(Biemel et al., 2001). Les processus menent a la formation de systemes complexes,
hétérocycles et polymeres solubles ou insolubles (le plus souvent de couleur brune). La
réaction de Maillard, modifie la structure des protéines, aussi bien chimique que stérique.
D’une fagon générale, dans les produits alimentaires, la réaction se déroule soit entre les
saccharides et des protéines (ou acides aminés libres), soit entre des aldéhydes (résultant de
I’oxydation des acides gras non saturés) et des protéines (ou acides aminés libres). La réaction
avec les protéines est rendue possible par la présence de groupements NH: libres situés aux
extrémités des molécules (Figure 111.26).
» L’effet de ’ajout de NaCl, CaCl: et du glucose

Pour suivre I’effet de NaCl, CaCl; et du glucose sur la structure de 1’hélice o, nous avons
suivi I’évolution de leur effet sur le mélange natif aussi bien que sur les mélanges a différents
pH étudiés.

L’ajout de NaCl, CaCl> et du glucose au mélange natif apportent des déplacements
bathochromes de 1’amide 1. Par contre, 1’addition de CaCl, cause la disparition totale de la
bande de I’amide III, d’une part (Figure 111.27). D’autre part, leurs ajouts a pH 4,2 apportent
des déplacements hypsochromes de 1665 cm™ a 1648 cm?, 1633 cm™et 1662 cm
respectivement (Figure 111.28). Alors, & pH 5,2 (de 1590 cm™ a 1648 cm™, 1640 cm™ 1662
cm?) et pH 7,0 (de 1585 cm?t & 1614 cm?, 1641 cm? 1620 cm™), on observe des
déplacements bathochromes, cela méne a dire que les effets combinés dus au changement de
pH et I’addition des différents additifs apportent aussi des modifications conformationnelles «

locales » de la triple hélice (Figures 111.29-30).
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Figure 111.26 : Réaction de Maillard (Biochem-Agro).

Notant aussi que la bande de 1’amide III est presque inexistante surtout sous 1’effet de CaClz
a pH 5,2 et 7,0. Ces changements sont indicatifs d’un grand désordre (Friess et Lee, 1996)
dans la gelatine qui est associé a la perte de la triple helice.
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111-1-7. Diffraction des rayons X

Le diffractogramme des rayons X de la NaCMC native exhibe trois larges pics qui
apparaissent aux angles 26 a environ respectivement 16,82°, 29,81° et 41,08°. Ce qui indique
que la NaCMC est un matériau amorphe (Figure 111.31, Tableau I11.1).
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Figure 111.31: Diffractogramme rayons X de NaCMC native.

Tableau I11.1: Diamétre inter réticulaire de la NaCMC native.

Composition 20 () dhia (A)
16,82 5,27
NaCMC native
29,81 2,99
41,08 2,19

Par contre, I’analyse par diffraction des rayons X de la gélatine native montre que son
diffractogramme présente un pic fin qui se localise a 7,74°, s’accompagnant de trois larges

pics qui se situent respectivement a 16,59°, 29,72° et 40,80° (Figure I11. 32, Tableau 111.2).
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Figure 111.32: Diffractogramme rayons X de la gélatine native.

Tableau I11.2: Diamétres inter réticulaire de la G native et du mélange (G/NaCMC) natit.

Composition 20 (°) dhia (A)
G native 7’74 22,94
16,59 5,36
29,72 3,00
40,80 1,27
16,57 5,35
(G/NaCMC) narit 30,44 2,93
41,60 1,52

> L’effet dii a ’addition de 1a NaCMC

Selon (Bigi et al., 2004), ’apparition du pic aux environ de 8°, est liée au diametre de la

triple hélice. Son intensité est associée au taux de cette derniére.

Des travaux menés par (Zunying et al., 2012) sur le chitosane, par (Peni et Koro, 2010) sur

le tanin et enfin par (Rivero et al., 2009) sur le glycérol, ont pu montrer que leur addition a la



gélatine se manifeste le plus souvent par une diminution de I’intensité du premier pic qui se

situe entre 7-8°, voire sa disparition compléte.

L’addition de la NaCMC a la gélatine induit la disparition de ce premier pic de diffraction a
7,74° avec élargissement des autres pics (Figure 111.33). Le mélange formé est considéré plus
amorphe que la geélatine seule. Ceci illustre, comme il a été trouvé ultérieurement dans les
travaux de (Kim et al., 1993; Lee et al., 1999; Zunying et al., 2012), que la présence de la
NaCMC diminue la cristallinité de la gélatine. Ce qui est d0l a une interaction significative

entre les deux macromolécules.

Ceci est aussi en accord avec les travaux réalises par (Langmaier et al., 2008) et (Rivero et
al., 2009), qui confirment que ce phénoméne de changement structural et de diminution de

cristallinité est effectivement attribué a 1’interaction entre la gélatine et la NaCMC.

(Chen et al., 2008) et (Bergo et al., 2007) ont observé un effet similaire dans le cas de la
gélatine contenant du glycérol. Des constatations identiques ont été transmises par les travaux

réalisés par ( Zunying Liu et al., 2012) entre la gélatine et le chitosane.

(Andreuccetti et al., 2011) suggerent aussi que le caractere amorphe des films de gélatine
contenant du glycérol, est dii a I’absence de la recristallisation et aux régions semi-cristallines

durant la production du film.
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Figure 111.33: Diffractogramme rayons X du mélange (G/NaCMC) natif .



» L’effet dii au changement de pH

A pH égal a 4,2, I’addition de la NaCMC 4 la gélatine induit aussi une baisse du premier
angle de diffraction qui apparait & 8,06° (Figure 111.34, Tableau 111.3) dans le cas de la
gélatine seule, a 5,66° dans le cas du mélange (Figure I11.35) et par conséquent a une

augmentation du diametre inter réticulaire de la triple hélice (Tableau I11.3).
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Figure 111.34: Diffractogramme rayons X de la gélatine a pH 4,2 (G pr42).
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Figure 111.35: Diffractogramme rayons X du mélange (G/NaCMC) pH 4,2.



Tableau I11.3: Diamétres inter réticulaire de la (G pn4,2) et du mélange (G/NaCMC) pH 4,2.

Composition 26 (°) dhia (A)

G pHa,2 8,06 10,96
16,57 5,35

29,80 2,99

40,39 2,23

5,66 15,61

11,31 7,82

(G/NaCMC) ph .2 17,06 5,19
22,82 3,89

29,26 3,05

Par contre aux pH 5,2 (Figure 111.38, Tableau I11.6) et 7,0 (Figure 111.39, Tableau 1V.7),
le premier pic a completement disparu en comparaison avec la gélatine native et la gélatine a
pH 4,2, ce qui conduit a la diminution du taux d’hélicité.

> L’effet de I’ajout de NaCl, CaCl: et du glucose

L’ajout de NaCl et du CaCl, au mélange natif (Figure 111.36) et au mélange a différents pH
(Figures 111.37-111.39) induit, d’une maniére générale, la disparition compléte du premier pic
en comparaison avec la gélatine native, ce qui provoque aussi la diminution du taux d’hélicité.

Par contre I’addition du glucose provoque I’effet inverse, avec apparition aux environ de 9°
pour le mélange natif ainsi que pour les mélanges a différents pH, impliquant ainsi une
augmentation du diametre inter réticulaire de la triple hélice. La structure ainsi formée protége
les protéines contre la dénaturation thermique, ralentit leur déploiement et leur tendance a
I’agrégation (Bull, 1978). C’est pour cette raison qu’on a eu une réapparition du premier pic
indiquant qu’un certain ordre s’instaure au niveau des chaines de la gélatine toute en la

protégeant contre la dénaturation.
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Figure 111.36: Diffractogramme rayons X de la G native et du melange (G/NaCMC) naiit €n
absence et en présence de NaCl, CaCl; et du glucose.

Tableau I11.4: Diamétres inter réticulaire de la G native €t du mélange (G/NaCMC) nait €n
absence et en présence de NaCl, CaCl; et du glucose.

Composition 26 (°) d nu(A)
7,74 22,94
G native 16,59 5,36
29,72 3,00
40,80 1,27
16,57 5,35
(G/NaCMC) native 30,44 2,93
41,60 1,52
13,81 6,41
(G/NaCMC) native /NaCl 30,50 2,02
41,38 0,76
27,50 3,24
(G/NaCMC) native/CaCl, 31,84 2,81
45.50 1,99
9,03 9,79
(G/NaCMC) native / glu 12,47 7,09
19,63 4,52
28,12 3,17
36,62 2,45
41,11 2,19
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Figure 111.37: Diffractogramme rayons X de la (G pn 4,2) et du mélange (G/NaCMC) pH 4.2 €n
absence et en présence de NaCl, CaCl; et du glucose.
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Figure 111.38: Diffractogramme rayons X de la (G pns2) et du mélange (G/NaCMC) pHs2 en
absence et en présence de NaCl, CaCl; et du glucose.



Tableau 111.5: Diamétres inter réticulaire de la (G phs,2) et du mélange (G/NaCMC) pH42€n
absence et en présence de NaCl, CaCl; et du glucose.

Composition 20 (°) d i (A)
8,06 10,96
G pa2 16,57 5,35
29,30 2,99
40,39 223
5,66 15,61
(G/NaCMC) ph42 11,31 7,82
17,06 5,19
22,82 3,89
29,26 3,05
27,28 3,26
(G/NaCMC) g 4./NaCl 31,64 2,82
45,40 1,99
56,54 1,62
15,49 5,72
(G/NaCMC) o 4.2/CaCl, 31,80 2,81
42,35 2,13
9,11 9,70
(G/NaCMC) pu4.2/glu 19,63 4,52
28,06 3,17
41,26 2,18

Tableau I11.6: Diametres inter réticulaire de la (G pus,2) et du mélange (G/NaCMC) pH 5.2 en
absence et en présence de NaCl, CaCl; et du glucose.

Composition 20 (°) d hia(A)
15,93 5,56
G o5z 29,58 3,01
41,03 2,19
15,49 5,72
(G/NaCMC) puis.2 31,44 2,84
43,44 2,08
31,70 2,82
(G/NaCMC) pus,2/ NaCl 45,32 2,00
66,10 0,70
13,77 6,43
(G/NaCMC) pu s/ CaCl, 29,46 3,03
41,38 2,18
9,03 9,79
(G/NaCMC) pis2/glu 19,90 4,46
27,86 3,20
41,11 2,19
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Figure 111.39: Diffractogramme rayons X de la (G pn7,0) et du melange (G/NaCMC) pn70 €n
absence et en présence de NaCl, CaCl; et du glucose.

Tableau 111.7: Diamétres inter réeticulaire de la (G pnr.0) €t du melange (G/ NaCMC) pH7,0 en
absence et en présence de NaCl, CaCl; et du glucose.

Composition 20 (°) d nu(A)
10,46 8,45
GH7,0 26,54 3,35
40,94 2,20
16,79 5,28
(G/NaCMC) pi 70 30,12 2,96
41,91 2,15
10,36 8,53
(G/NaCMC) pu7,0/NaCl 16,45 5,38
31,80 2,81
66,33 1,40
12,47 7,09
(G/NaCMC) o 7,0/CaCl, 31,84 2,81
45,67 1.98
66,30 1.40
9,03 9,79
(G/NaCMC) pu7,0/glu 20,45 4,34
28,39 3,14
36,08 2,48
39,80 2,26




111-1-8. Etude de I’évolution des parametres optiques en fonction de la concentration

Un état polarisé correspond au fait que le vecteur lumineux prend une direction particuliére,
qui avec la direction de propagation de 1’onde, permet de définir le plan de vibration ou de
polarisation. C’est un phénomeéne courant dans la nature. La lumiére du ciel, diffusée par les
molécules atmosphériques, est partiellement polarisée. Certains animaux comme les abeilles ou
les fourmis s’orientent ou trouvent leur nourriture grace a elle d’une part, d’autre part, toute
onde optique peut étre représentée par quatre paramétres: I’intensité, la fréquence, la
polarisation et la phase. Nous nous intéressons dans notre étude a la polarisation qui décrit
I’évolution temporelle du vecteur champ électrique (Cherif, 2010).

La polarisation d’une onde lumineuse subit une transformation lorsqu’elle traverse un milieu
ou qu’elle est renvoyée par une cible. Cette variation de I’état de polarisation de 1’onde
permet alors de caractériser le systéme considéré. L’étude du passage de la lumiere a travers
une succession d’éléments polarisants peut alors étre facilitée par 1’utilisation de divers
formalismes (Boulvert, 2006). En 1852, (Stokes,1952) posa les fondements mathématiques
de la polarisation de la lumiere en introduisant quatre paramétres associés a des grandeurs
mesurables, connus sous le nom de parametres de Stokes. Par la suite, en 1892,
(Poincare,1892), démontra que 1’ensemble des états purs de polarisation peut étre visualisé
sur une sphére. Dans une série de huit articles publiés entre 1941 et 1947, (Jones, 1941-1947),
a introduit une nouvelle méthode de calcul permettant de décrire le comportement d’une onde
polarisée a travers des éléments optiques. Cependant il existe une alternative, le formalisme
de Mueller (ou de Stokes-Mueller) (Cherif, 2010), et c’est celui-Ci que nous avons pris en
considération dans le cas échéant.

Une matrice de Mueller est une matrice de diffusion d’un milieu donné. Par analogie avec
I’électronique, une matrice de Mueller représente la matrice de transfert du milieu considéré
entre un vecteur de Stokes d’entrée et un vecteur de Stokes de sortie (Cherif, 2010).

Ce formalisme d’algebre linéaire permet ainsi d’analyser les modifications polarimétriques
qu’engendre le systéme sur le rayonnement incident. En concervant le paralléle avec le
formalisme de Jones, nous tacherons de caractériser les matrices de Mueller par des indices
liant les aspects purement polarimétriques et les propriétés optiques (Cherif, 2010).

I11-1-8-1. Les principales propriétés polarimétriques

Toute matrice de Mueller peut étre caractérisée par quatre propriétés principales, le
dichroisme (ou diatténuation), la polarisance, la biréfringence et le pouvoir de dépolarisation
(Boulvert, 2006).



» Dichroisme ou Diatténuation

Le dichroisme D d’un élément optique est son anisotropie de transmission, autrement dit la
dépendance de sa transmission en fonction de la polarisation incidente. C’est la seule
propriété (avec la polarisance) directement lisible sur les éléments de la matrice de Mueller M
la plus générale (Boulvert, 2006).

» Polarisance

La polarisance P est définie comme le degré de polarisation introduit par un élément optique

sur un faisceau incident non polarisé (Boulvert, 2006).
» Biréfringence ou retard

La biréfringence est liée a la variation de 1’indice optique en fonction de la polarisation
incidente, et donc au déphasage que I’élément peut introduire entre différents états de
polarisation (Boulvert, 2006).

» Pouvoir de dépolarisation

11 s’agit de la capacité du composant de réduire le degré de polarisation d’une onde incidente
(Boulvert, 2006).

Dans ce contexte le suivi de 1’évolution des différents parameétres optiques (degré de
polarisation, diatténuation, retard de phase) en fonction de la concentration des différentes
solutions a différents pH a été étudié dans ce travail.
111-1-8-2. Etude polarimétrique des solutions natives a différents pH

D’aprés Maitland (Maitland, 1995), les fibres de collagene présentent la particularité
d’avoir un comportement anisotrope (biréfringence linéaire) qui sera plus ou moins marqué
suivant leur organisation dans 1’espace.

Les fibres de collagéne sont également présentes dans les tendons et les ligaments. Dans ces
tissus la biréfringence est plus importante puisque ces fibres sont orientées. Par contre, dans le
derme de la peau, les fibres de collagene s’orientent plus aléatoirement (au repos) et dans ce
cas la biréfringence induite est plus faible.

Ce comportement anisotrope (biréfringence) des fibres de collagéne disparait a partir d’une
certaine température (environ 60°C) car le collagene se dénature thermiquement et se
déstructure en gélatine puisque les liaisons hydrogéne se brisent (Maitland, 1995) d’un point
de vue théorique.

D’un point de vue expérimental, toutes les solutions préparees pour le cas de la gélatine et
les mélanges G/NaCMC a différents pH présentent le méme comportement qualitatif

polarimétrique :



* Forte polarisation au caractére faiblement anisotrope (Maitland, 1995). Toutes les solutions
présentent une forte polarisation (P bien inférieur a 1) (voir annexe A3). Ce résultat est tout a
fait attendu étant donné que la gélatine issue du collagene est un milieu fortement diffusant
(Boulvert, 2006);
*  Biréfringence ;

* Dichroisme.

Par contre, ce comportement est différent d’un point de vue quantitatif. C’est pourquoi, afin
de différencier entre les différentes solutions préparées, nous choisissons d’utiliser, le degré

de polarisation comme premier agent de contraste.

La figure 111.40 décrit I’évolution du degré de polarisation P en fonction de la concentration.
Les valeurs du degré de polarisation des solutions natives de gélatine sont dépendantes du pH
des solutions et sont moins élevées a pH neutre qu’a pH acide (prés du plE).

L’augmentation de la concentration en protéines a pH 4,2 a généralement pour effet de
diminuer le degré de polarisation et ceci pour les concentrations qui se situent dans
I’intervalle (0,2% a 0,4%). Par contre, a pH 5,2 et pH neutre 7,0, cette diminution du degré de
polarisation se situe a une concentration 0,3% et 0,2% respectivement. Cette diminution du
degré de polarisation reflete que la quantité de la lumiere qui perd sa polarisation initiale
augmente avec I’augmentation du pouvoir diffusant du milieu, d’une part. D’autre part, on a
pu aussi remarquer que le degré de polarisation diminue de maniere rapide plus
particulierement a pH 4,2 au fur et a mesure qu’on augmente la concentration en protéine,
puisqu’il y a moins de solvant disponible, les protéines peuvent s’agréger rapidement qu’a
faible concentration. Cette diminution est plus remarquable a pH 4,2 qu’a pH 5,2 puisqu’il y a
un plus grand nombre d’interactions hydrophobes intramoléculaires présentes au plE des
protéines. Nous pouvons expliguer cette allure par le fait que le pouvoir diffusant du milieu
augmente rapidement au début puis il commence a augmenter faiblement surtout a pH 7,0
(Figure 111.40).
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Figure 111.40: Evolution du degreé de polarisation de la gélatine a
différents pH en fonction de la concentration.

C’est pour cette raison que le degré de polarisation diminue rapidement puis lentement.
Donc on peut conclure que, plus la concentration est élevée, moins la solution polarise la
lumiére qui lui est incidente. Cette évolution de la polarisation indiquerait une modification
structurale de I’hélice o de la gélatine sous I’effet du pH, ce qui concorde avec les résultats
trouvés par infrarouge (Figure 111.23).

> Le suivi du degré de polarisation lors de I’ajout de la NaCMC a la gélatine

A pH 4.2 et 5.2, les valeurs du degré de polarisation obtenues pour le mélange sont
supérieures a celles obtenues pour la gélatine seule (voir annexe A3), ceci nous méne a dire
que I’addition de la NaCMC a la gélatine varie le pouvoir diffusant du milieu (Figure 111.41),
ce qui révele probablement qu’une interaction significative s’est instaurée entre les deux

biopolymeres.
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Figure 111.41: Evolution du degré de polarisation du mélange
a différents pH en fonction de la concentration.

Ces interactions sont des forces électrostatiques gouvernant le processus de complexation.
Cependant ce processus d’association s’explique également d’un point de vue entropique (Ou
et Muthukumar, 2006). Lors de 1’ajout d’un polyélectrolyte de charge opposee, avec lui
aussi son cortége de contre-ions, 1’association des deux polymeres va libérer un grand nombre
de contre-ions en solution; ce qui représente un gain d’entropie se traduisant par une
augmentation du désordre en solution. Cette variation d’entropie est un facteur favorisant la
formation des polyélectrolytes (Pépin, 2010).

Cependant, cette augmentation du degré de polarisation est associée a la structure de I’hélice
a. Ceci méne a dire que la structure de I’hélice o est atteinte par le changement de pH aussi
bien pour le cas de la gélatine seule, que pour la gélatine complexée avec la NaCMC surtout a
pH 4,2 et 5,2.

Par contre, a pH 7,0, son ajout a la gélatine conduit a un effet inverse, c'est-a-dire une

diminution du degreé de polarisation qui est tres apparente.



On a pu aussi constater que le degré de polarisation présente des valeurs élevées aux mémes
concentrations (0,1%, 0,5%, 0,75% et 1%) a pH 4,2 et 7,0.

Concernant le dichroisme (diatténuation), la description de son évolution pour 1’étude des
mélanges a différents pH lors de I’addition de la NaCMC, est comme suit (Figure 111.42):

A pH 4,2, nous avons pu constater que les valeurs du dichroisme ont baissé en comparaison
a celles obtenues pour la gélatine seule, a I’exception de deux concentrations (0,9%, 0,95%)
(Tableau A3.3, voir annexe A3), ol on a une interaction maximale entre les deux
biopolymeres, ceci a été aussi confirmé pour le degré de polarisation a ce méme pH mais pour
des concentrations différentes (0,1%, 0,5%, 0,75% et 1%).

A pH 5,2, les valeurs du dichroisme ont baissé d’une maniére générale sauf aux
concentrations (0,2%, 0,5%, 0,75% et 1%) (Tableau A3.6, Annexe A3).

Par contre, a pH 7,0 il a augmenté d’une maniére générale, sauf aux concentrations élevées
(0,9%, 0,95% et 1%) ou il a baissé (Tableau A3.9, voir annexe A3).

Pour la biréfringence (retard de phase) (Figure 111.43), a pH 4,2 (Tableau A3.3, voir
annexe A3) et 7,0 (Tableau A3.9, voir annexe A3) les valeurs ont baissé d’une manicre
générale contrairement a pH 5,2 (Tableau A3.6, voir annexe A3) en comparaison avec la
gélatine seule a ces mémes pH.

» L’effet des sels et du glucose sur le pouvoir diffusant des solutions G/NaCMC

Pour mieux cerner I’effet de NaCl, CaCl, et du glucose, notre choix s’est porté sur les
mélanges G/NaCMC a pH 4,2 (Figure 111.44).

L’ajout de NaCl, CaClz et du glucose au systeme G/NaCMC ne semble pas augmenter les
valeurs du degré de polarisation en comparaison avec celles obtenues pour le mélange seul,
ceci se prononce nettement sur les spectres IFR (Figure 111.28) en se traduisant par des
déplacements hypsochromes, ce qui signifie que leur addition conduit a des modifications
conformationnelles locales au niveau de la triple hélice. On peut dire que I'effet de la NaCMC
prédomine plus sur celui de NaCl, CaCl. et du glucose a pH 4,2.

D’une part on a pu aussi constater que les valeurs du degré de polarisation obtenu pour le
mélange étaient beaucoup plus élevées que celles de la gélatine seule. Par conséquent on peut
dire que l'addition de la NaCMC varie le pouvoir diffusant du milieu. Cette variation du
pouvoir diffusant réduit au minimum les modifications conformationnelles de la triple hélice,
tout en favorisant le role protecteur de la NaCMC sur la gélatine contre la dénaturation en
maintenant sa triple hélice plus stable.
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Figure 111.44: Evolution du degre de polarisation de la gélatine,
du mélange a pH 4,2 en présence de NaCl, CaCl; et
du glucose en fonction de la concentration.
Ceci n’empéche guére de dire que I’effet de la NaCMC reste toujours prédominant sur celui
des autres additifs surtout a pH 4,2. Ceci a €té surtout confirmé par UV-Vis, IRTF et
polarimétrie.

111-1-8-3. Mesure de I’hélicité de la gélatine par polarimétrie

Dans notre étude pour pouvoir compléter et vérifier les informations structurales fournies par
les méthodes spectroscopiques, 1’hélicité de la gélatine a été mesurée par polarimétrie. La
valeur du pouvoir rotatoire de la gélatine procure des indications sur 1’état de la triple hélice et
permet de déterminer s’il y a variation dans le taux d’hélicit¢ de la gélatine apres
complexation avec la NaCMC, changement de pH, variation de la température, et enfin ajout
des différents additifs tels le NaCl, CaCl et le glucose.

La gélatine seule posséde un pouvoir rotatoire de (-250° dm™.g*.cm®) (Tableau 111.8), la

méme valeur est observée pour la gélatine & pH 5,2 (Tableau 111.10) avec un taux d’hélicité



similaire proche de zéro (Jaisson, 2005). Par contre a pH 4,2 et 7,0 le pouvoir rotatoire et le
taux d’hélicité sont différents (Tableau 111.9 et 111.11).

L’effet de la complexation de la gélatine avec la NaCMC fait surtout varier le taux d’hélicité
pour le mélange natif ainsi que pour le mélange a différents pH. Ce taux d’hélicité estimé a
(100 %) est egal a celui du collagene (Jaisson, 2005), est surtout observé pour le mélange
natif (G/NaCMC)n. On peut dire que I’addition de la NaCMC a la gélatine lui permet de
récupérer la totalité de son taux d’hélicité pour la protéger, ceci est en accord avec les

résultats observés et confirmés par les méthodes spectrales utilisées dans cette étude.

La perte la plus marquante pour la structure de la triple hélice qui est estimée a 95,44 % ,lors
de I’ajout des différents additifs au mélange natif ainsi que pour les mélanges a différents pH,
est observée dans plusieurs cas a savoir, le mélange (G/NaCMC)n/glu) (Tableau 111.8),
(G/NaCMC) pH 42 /NaCl) (Tableau 111.9), (G/NaCMC) pH 52 /CaCly) (Tableau 111.10) et
(G/NaCMC) pH 7,0/CaCly) (Tableau I11.11), ce qui est en accord avec les résultats trouvés en
IRTF qui se traduisent par des déplacements hypsochromes reflétant des modifications
conformationnelles importantes de la triple hélice surtout sous ’effet de CaCl.. Pour
confirmer encore une autre fois que le role protecteur de la NaCMC est plus prédominant par

rapport aux autres additifs.

Tableaux I11.8: Les valeurs du pouvoir rotatoire spécifique et le taux de la triple hélice de la
gélatine native et du mélange natif en absence et en présence de NaCl, CaCl; et glucose.

Composition [ala Taux de la triple hélice %
G native -250 4,56
(G/NacMC) » 250 100
(G/NaCMC) »/ NacCl -250 100
(G/NacMC), / CaCl, 250 99
(G/NaCMC) »/ glu -250 4,56

La dénaturation de la gélatine sous I’effet de la température, ne provoque aucune variation
du pouvoir rotatoire ni du taux d’hélicité. C’est un résultat attendu car la gélatine est le
produit qui résulte de la dénaturation du collagene ayant un taux d’heélicité de 100%, faisant
varier celui de la gélatine a des valeurs faibles avoisinantes de 0%, ceci est en accord avec les

travaux accomplis par Jaisson (Jaisson, 2005). Ceci est di probablement a ce que



I’augmentation de la température n’apporte aucune variation significative au taux d’hélicité ni

au pouvoir rotatoire de la gélatine dénatureée.

L’effet de la complexation de cette derniére avec la NaCMC provoque une variation
importante du taux d’hélicité, c’est a dire une augmentation considérable de la triple hélice,
dans ce cas on peut dire que la NaCMC protége aussi la gélatine contre la dénaturation causée
par I’augmentation de la température mais d’une maniére moins importante en comparaison
avec le mélange natif (G/NaCMC) n (Tableau 111.12) d’une part.

Tableaux I111.9: Valeurs du pouvoir rotatoire spécifique et du taux de la triple hélice de la
gélatine pH 4,2 et du mélange pH 4,2 en absence et en présence de NaCl, CaCl; et glucose.

Composition [ala Taux de la triple hélice %
G pHa2 500 100
(G/NaCMC) ph 4.2 250 52
(G/NaCMC) pua2/ NaCl -500 4,56
(G/NaCMC) pua2/ CaCly 0 42
(G/NaCMC) puaz2/ glu -250 90

Tableau 111.10: Valeurs du pouvoir rotatoire spécifique et du taux de la triple hélice de la
gélatine pH 5,2 et du mélange pH 5,2 en absence et en présence de NaCl, CaCl; et glucose.

Composition [ala Taux de la triple hélice %
G pHs2 -250 4,56
(G/NaCMC) pus,2 0 52
(G/NaCMC) pus2/ NaCl 250 100
(G/NaCMC) pus2/ CaCly 0 4,56
(G/NaCMC) pus2/ glu 500 99

D’autre part la perte de la triple hélice est considérable pour le mélange dénaturé en présence
d’additifs, surtout lors de 1’ajout de CaCl> (Tableaux 111.12-13 et 111.15) ce qui a été aussi

remarqué pour le cas du mélange natif.




Tableaux I11.11: Valeurs du pouvoir rotatoire spécifique et du taux de la triple hélice de la

gélatine pH 7,0 et du mélange pH 7,0 en absence et en présence de NaCl, CaCl; et glucose.

Composition [ala Taux de la triple hélice %
G pH7,0 250 99
(G/NaCMC) ph7,0 0 99
(G/NaCMC) 17,0/ NaCl -500 99
(G/NaCMC) ph7,0/ CaCl, -250 4,56
(G/NaCMC) pn7,0/ glu 0 52

Tableaux I11.12: Valeurs du pouvoir rotatoire spécifique et du taux de la triple hélice de la

gélatine dénaturée et du mélang

e en absence et en présence de NaCl, CaCl; et glucose.

Composition [ala Taux de la triple hélice %
Gd -250 4,56
Gd/NaCMC -750 42
Gd/NaCMC/ NacCl 0 100
Gd/NaCMC /CaCl, -250 4,56
Gd/NaCMC/glu 250 99

Tableaux I11.13: Valeurs du pouvoir rotatoire spécifique et du taux de la triple hélice de la
gélatine dénaturée pH 4,2 et du mélange pH 4,2 en absence et en présence de NaCl, CaCl; et

glucose.

Composition [ala Taux de la triple hélice %
Gd pHa2 -250 4,5
(Gd/NaCMC) o4, -250 42
(Gd/NaCMC) , a2/ NaCl -250 52
(Gd/NaCMC) pu 4.2/ CaCl, 250 4,56
(Gd/NaCMC) puaz / glu 0 42




Tableaux I11.14: Valeurs du pouvoir rotatoire spécifique et du taux de la triple hélice de la
gélatine déenaturée pH 5,2 et du mélange pH 5,2 en absence et en présence de NaCl, CaCl; et
glucose.

Composition [aa Taux de la triple hélice %
Gd 0 52
(Gd/NaCMC) phs2 -250 4,5
(Gd/NaCMC) pus,2 / NaCl -250 99
(Gd/NaCMC) ps,2 / CaCl, 250 52
(Gd/NaCMC) pus,2 / glu 250 52

Tableaux I11.15: Valeurs de pouvoir rotatoire spécifique et le taux de la triple hélice de la
gélatine dénaturée pH 7,0 et du mélange pH 7,0 en absence et en présence de NaCl, CaCl; et
glucose.

Composition [ala Taux de la triple hélice %
Gd 0 52
(Gd/NaCMC) ph 7,0 0 99
(Gd/NaCMC) pu7,0/ NaCl 0 100
(Gd/NaCMC) g 7,0/ CaCl, -250 4,56
(Gd/NaCMC) pu 7,0/ glu 0 52

111-1-9. Etude morphologique du mélange G/NaCMC en absence et en présence de NacCl,
CaCl: et du glucose

L’analyse par microscopie (AFM) a permis d’acquérir des informations utiles sur les
microstructures formées suite au changement de pH et 1’ajout de NaCMC, NaCl, CaCl et du

glucose a la gélatine.

Les films de la gélatine native ont été préparés a partir d’'une solution de gélatine a
température ambiante dans de I’eau, donc elle va subir un prétraitement avec de 1’eau. Les
microstructures de la gélatine native qui se distinguent par AFM suite a ce prétraitement

aqueux sont présentées dans la Figure 111.46.

La gélatine native préparée dans I’eau montre des agrégats distincts avec la présence aussi de
pores annulaires (Figure 111.46). Ces derniers n’ont pas été observés dans le cas de la gélatine
prétraitée par 1’eau et I’acide. Par contre, leur présence a été confirmée dans le cas de la
gélatine qui a subi uniguement un prétraitement alcalin dans des travaux réalisés par
(Hongshun et al., 2008).



Auparavant, il a été signalé que la gélatine qui a subi un prétraitement acide suivi d’un
prétraitement alcalin, montre des structures semblables (présence de pores annulaires), la
raison qui a été¢ suggérée et que les solutions acides et alcalines pénétrent d’une maniére
inégale dans les molécules de la gélatine (Yang et al., 2007). Les dimensions des pores
annulaires rapportées dans le Tableau 111.16 sont supérieures a celles trouvées par
(Haugustad et al., 1993) qui se situent dans la gamme de 10 a100 nm (voir annexe A4). La
taille des pores de la gélatine est importante pour son application surtout dans 1’industrie

photographique et plus particulierement dans cette gamme (Haugastad et al., 1993).
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Figure 111.46: Images par AFM de la gélatine native.

» Effet de la concentration sur les microstructures

Les films a base de gélatine native préparés a une faible concentration 0.1% (Figure 111.46),
montrent des agrégats, ceci est en accord avec les travaux réalisés par (Hongshun et al.,
2008) qui proposent que la gélatine de concentration élevée (1% a 6,67%) avait une structure
fibreuse, mais pour une concentration faible la morphologie structurale se présente sous forme
d’agrégats sphériques. D’aprés (Hongshun et al., 2008) la concentration est considéree
comme 1’'un des facteurs qui détermine la forme du réseau une fois que la protéine sera

complexée.

Afin de comprendre les structures formées pendant le processus d’interaction d’une manicre

plus approfondie, une image par AFM a été prise pour la NaCMC seule qui montre une
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topographie en relief (Figure 111.47) avec une rugosité moyenne de (Ra = 117,25 nm) et une
rugosité arithmétique moyenne de (Rq = 201,14 nm) (voir annexe A4), en comparaison avec
celles de la gélatine qui sont d' ordre faible et qui sont respectivement de Ra (4,25 nm) et Rq

(5,60 nm) (voir annexe A4).

L’image par AFM du film G/NaCMC (Figure 111.48) est bien similaire avec le réseau
moléculaire mis en évidence par (Morris et al., 1999, Farris et al., 2011). Des structures
fibreuses apparaissent. Le nombre de fibres augmente au détriment des agrégats et des pores
annulaires préalablement observés pour la gélatine seule pour donner un assemblage en réseau
fibreux qui est similaire au processus de gélification avec le temps réalisé dans les travaux de
(Mackie et al., 1998).

L’évaluation morphologique des agrégats et des structures fibreuses était aussi cohérente

avec les observations faites par (Saxena et al., 2005).

L’addition de la NaCMC a la gélatine conduit a un comportement différent (Figure 111.48),
qui a révelé que les agrégats et les pores annulaires disparaissent pour céder la place a une
structure fibreuse plus homogene, il semble que la NaCMC donne la possibilité a la gélatine
pour récupérer la conformation originale de sa triple hélice, tout en favorisant la formation
d’un réseau binaire entre la gélatine et la NaCMC (Farris et al., 2011). L’image AFM
confirme en effet une incompatibilité prouvant 1’existence d’une interaction (associative ou
ségrégative) entre les deux biopolymeéres et qui a été confirmé par les différentes méthodes
spectrales utilisées dans cette étude, ce qui génére une surface plus rugueuse, surtout en
comparaison avec l’image AFM du film de la gélatine seule (Figure 111.46), avec

augmentation de Ra et Rq qui sont respectivement (8,30 nm) et (10,32 nm) (voir annexe A4).

Comme I’ont déja signalé (Dautzenberg et al., 2002), I’effet de la densité de charge (qui
peut étre géré par le pH du systeme) sur la stabilité des complexes du polyélectrolyte, doit étre
contrdlé. Dans notre systéme 1’équilibre de charge qui est contr6lé par le ratio des
polyelectrolytes (1 : 1) dans la dispersion mixte entre la gélatine et la NaCMC, joue un rdle

essentiel pour avoir un réseau réparti uniformément.



5265.85nm

7 poL65.85m

2632, 93m

0,00

80.33um

Sean Distance (80,33
7 Distance (5265,85m)

Figure 111.47: Images par AFM de la NaCMC native.
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Figure 111.48: Images par AFM du mélange (G/NaCMC)s.



Tableau 111.16: Différentes dimensions des microstructures calculées par AFM pour la

gélatine et les différents mélanges.

Dimension Diametre des Diametre des Diameétre des
pores annulaires (um) agrégats (um) coacervats (um)
Gnative 0,864 1,892
0,818 1,168
0,584 0,771
G/Nacl 1,809 1,094
1,119 1,476
1,023
(G/NaCMC)/Nacl 1,916 0,537
1,258 0,724
1,635 0,888
(G/NaCMC) pH4.2 1,577
1,091
2,779
2,704
1,886
2,103
(G-NaCMC) pra2/NaCl 1,047 1,313
(G-NaCMC) pua2/glucose 1,532 1,785

1,951
1,568




Pour pouvoir suivre 1’effet des sels (NaCl, CaCl,) et du glucose ajoutés au mélange natif,
nous allons illustrer I’effet de chacun d’eux.

> Effet de I’ajout de NaCl

Lors de I’ajout de NaCl a la gélatine, les films préparés montrent des coacervats, avec une
grande hétérogeénéité (sans structures géomeétriques définies) dans certaines régions et avec

aussi apparition d’agrégats dans d’autres parties.

(Lin et al., 2002) ont proposé que 1’agrégation de la gélatine s’est produite comme étant
une association multimérique (ou association de clusters) processus ou les multimeres de
toute taille peuvent former des structures de cluster qui vont ensuite s’associer davantage en

agrégats sphériques d’une part (Figure 111.49).
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Figure 111.49: Images par AFM du mélange (Gn/NaCl).

D’autre part, I’addition simultanée de la NaCMC et du NaCl a la gélatine montre une
diminution de la taille des coacervats (Tableau I11.16). Du point de vue rugosité (Ra = 16,26
nm) et (Rq = 21,96 nm) (voir annexe A4), les films a base de G/NaCl présentent des valeurs
élevées en comparaison au film (G/NaCMC/NaCl) (Figure 111.50) ayant des valeurs (Ra =
7,40 nm et Rq = 9,45 nm) (voir annexe A4), mais ces derniéres valeurs sont moins élevées
que les valeurs attribuées au mélange natif (G/NaCMC) (Ra = 8,30 nm et Rg = 10,32 nm). On
peut déduire que 1’ajout simultané de NaCMC et NaCl a la gélatine donne des films moins
rugueux en s’appuyant sur les valeurs des deux rugosités, prouvant a nouveau que

I’interaction qui existe dans le mélange (G/NaCMC), est plus importante que I’interaction

Y 202.00nm



présente dans le mélange (G/NaCMC), /NaCl favorisant ainsi le role protecteur de la NaCMC
vis & vis de la gélatine contre la dénaturation.
> Effet de I’ajout de CaCl2

L’ajout de CaCl, au mélange natif donne un film dont la topographie par AFM est identique
a celle du film a base de NaCMC seule, mais avec (Ra = 3,08 nm et Rq = 5,16 nm) (voir
annexe A4) notamment tres faibles en comparaison a celles de NaCMC (Ra = 117,25 nm et
Rq = 201,14 nm), avec apparition de rares coacervats. Ces changements sont indicatifs d’un
grand désordre dans la gélatine qui est associé probablement a la perte de la triple hélice, qui

s’est traduite en IRTF par la disparition de 1’amide III (Figure 111.51).
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Figure 111.50: Images par AFM du mélange (G/NaCMC)  /NaCl.

> Effet de I’ajout du glucose

Le profil AFM (Figure 111.52) suite a 1’addition du glucose a mis en évidence une
distribution uniforme de petits agrégats presque globulaires, ils sont nombreux et trop
rugueux, ceci a été confirmé par I’ensemble des valeurs des paramétres de surface (Ra = 10,77
nm, Rq = 15,89 nm et Rz = 244,60 nm), en comparaison a 1’addition de NaCl et CaCl.
L’interaction entre les deux biopolymeéres est plus significative en présence du glucose qu’en
presence des sels. Ceci concorde avec les résultats de DRX, se traduisant par la réapparition

du premier pic aux environs de 9°.
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Figure 111.51: Images par AFM du mélange (G/NaCMC) »/CaCls.
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Figure 111.52: Images par AFM du mélange (G/NaCMC) » /glucose.



» Effet di au changement de pH

La solution de la gélatine native a été ajustée a un pH 4,2 (HCI 0,6N) pour qu’on soit sur de
travailler avec des protéines natives et solubles. Les films de gélatine ayant un pH 4,2 suite &
ce prétraitement acide, leur image AFM montrent la présence de microagrégats dans certaines
régions et des structures fibrillaires dans d’autres, avec 1’existence de rares coacervats (Figure
111.53). Les coacervats qui coexistent avec les structures fibreuses sont tres semblables a ceux
observés pour une gélatine de porc traitée par I’acide (Uricanu et al., 2003) et aussi la

gélatine qui a subi un prétraitement alcalin (Mohanty et al., 2005).
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Figure 111.53: Images par AFM de la gélatine a pH 4.2 (G pr42).

On sait bien que la gélatine est un polyélectrolyte de densité de faible charge, avec une nette
charge sensiblement dépendante du pH de la solution. Depuis la formation de microparticules
par désolvation est un processus de neutralisation auto-charge; (les segments chargés
positivement chevauchent sur les segments chargés négativement de la méme chaine en raison
des interactions de coulomb provoquant la neutralisation des charges), la taille effective des
microparticules est dépendante du pH. La longueur typique persistante (Pezeron et al., 1991)
de la gélatine est 2 nm qui donne suffisamment de souplesse pour les segments chargés
positivement a chevaucher (a la fois inter et intra) sur les segments chargés négativement par
de nouvelles interactions électrostatiques tout en favorisant la formation ultérieure de
microagrégats.

Le changement de pH de la solution de gélatine native (pH = 5,13) & un pH acide 4,2

provoque I’augmentation des valeurs de Ra et Rq, qui deviennent respectivement (Ra = 49,83



nm) et (Rq = 73,41 nm) (voir annexe A4) en comparaison avec celles des films a base de
gélatine native (Ra = 4,25 nm) et (Rq = 5,66 nm) avec apparition de microagrégats (Figure
111.53). Ce résultat est en accord avec les travaux de (Pezeron et al., 1991) déja décrits.

Le complexe G/NaCMC qui a subi un changement de pH a été aussi étudié, ’image par
AFM montre des fragments avec une immense hétérogénéité, n’ayant pas de structures
géomeétriques bien définies (Mohanty et al., 2005). La différence importante de la taille est
due au changement de pH en comparaison avec le mélange natif, ceci montre que la
protonation ou la déprotonation des résidus des acides aminés et carboxyliques dans les
molécules de gélatine, a un effet sur le comportement des molécules de gélatine ainsi que sur

la forme et la taille des fragments constitués (Saxena et al., 2005).

Il faut savoir aussi que les molécules de gélatine ne portent pas de segments chargés
positivement et négativement a tous les pHs. Ceci ne change pas I’image globale de
I’interaction, il n’affecte que le degré de neutralisation de la charge dans une solution
specifique. Un tel processus va naturellement donner lieu a une solution polydispersée de
nanoparticules de gélatine. Cela est évident dans I’image AFM (Figure 111.54) suite a
I’apparition des particules de gélatine en présence de NaCMC a pH = 4,2. Le changement de
pH de I’état natif (pH = 5,13) a pH = 4,2 a un effet remarquable sur la taille des particules. Il a
¢té constaté qu’a pH 4.2 le nombre et la taille des particules augmente en comparaison avec
celles du mélange natif. L’augmentation ou la diminution du pH provoque des charges
positives ou négatives nettes dlent & I’ionisation des groupes COOH et NH> respectivement.

> Effet additionnel di au changement du pH et I’ajout des sels (NaCl, CaCl2) et du

glucose

Les profils AFM, (Figure 111.57) ont mis en évidence une distribution uniforme d’agrégats,
qui coexistent avec la présence de quelques coacervats, plus particulierement dans le cas du
glucose. Les films obtenus sont trop rugueux, ceci a été prouvé par I’ensemble des valeurs des
paramétres de surface élevées (Ra = 55,13 nm, Rgq = 76,82 nm et Rz = 400,70 nm) (voir
annexe A4) surtout dans le cas du glucose, dont les mémes constatations ont été faites pour le
mélange natif (Ra = 10,77 nm, Rq = 15,89 nm et R z= 244,60 nm). Les résultats indiquent que
le pH influence la structure des microstructures formées ainsi que les valeurs des parameétres
de surface des différents films préparés beaucoup plus que la force ionique (NaCl, CaCl,) et le
glucose (Figure 111.55) et (Figure 111.56).
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Figure 111.54: Images par AFM du mélange (G/NaCMC) pH 4.2.
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Figure 111.55: Images par AFM du mélange (G/NaCMC) pH 4.2/NaCl.
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Figure 111.56: Images par AFM du mélange (G/NaCMC) ph 42/CaClo.

410.21nm
205.11nm

0.00nm

Scan Distance (10. 14um)
Z Distance (410.Z1nm)

Figure 111.57: Images par AFM du mélange (G/NaCMC) pH 4.2 /glucose.



CONCLUSIONS



Malgré de nombreuses études portant sur la gélatine son comportement en solution est
encore difficile a prédire, puisqu’il varie significativement selon les autres substances
présentes dans son environnement. Pour cela nous nous sommes attachés, dans ce présent
travail a étudier I’influence du pH (4,2, 5,2 et 7,0) qui a un effet sur la formation des
complexes d’une part, et d’autre part d’étudier le comportement de la gélatine en présence de
NaCMC, NaCl, CaCly, et du glucose, ainsi que de caractériser le comportement du mélange
Gélatine/NaCMC en absence et en présence de ces additifs. Dans le but de comprendre les
interactions qui entrent en jeu et en méme temps suivre 1’évolution du taux d’hélicité de la

triple hélice de la gélatine, des caractérisations spectrales et microscopiques ont été réalisées.

Dans un premier temps, nous avons suivi 1’évolution de 1’absorbance par UV-Vis qui a
révélé que pour le systeme gélatine/NaCMC, 1’augmentation de la concentration en protéine a
pour effet d’augmenter I’absorbance d’une maniere générale. Cette augmentation est plus
remarquable & pH 4,2 pour un ratio 1: 1, par contre elle est moindre & pH 5,2 et 7,0

respectivement.

L’étude par spectrophotométric UV-Vis a aussi montré que 1’effet de la NaCMC semble
prédominer sur celui des autres substances présentes dans I’environnement de la gélatine

telles que le NaCl, CaCl;et le glucose, se traduisant par augmentation de 1’absorbance.

Dans un second temps, une étude sur 1I’évolution de la mobilité éléctrophorétique pour le
mélange G/NaCMC a été entreprise, montrant que lorsque le ratio est en faveur de la protéine
les éléctrophérogrammes subissent des modifications importantes plus particulierement pour
le ratio (4 :1) reflétant une interaction maximale entre la gélatine et la NaCMC. Ceci concorde
avec les résultats obtenus par UV-vis qui révélent qu’une interaction maximale entre les
biopolyméres étudiés est obtenue pour ce méme ratio pour une concentration totale en

biopolymeres de 0,75 wt%.

L’¢laboration des diagrammes de phase a révéle qu’une séparation de phase a pH 4,2 n’est
survenue qu’a une concentration supérieure a 0,6%, par contre a pH 5,2 et 7,0 elle a été

observée a toutes les concentrations d’une manicre générale.

L’analyse par IRTF confirme que le changement de pH de la gélatine native méne a un
déplacement hyposochrome de 1’amide I notamment a pH 5,2 et pH 7,0 et conduit aussi a la

variation de D’intensité de I’amide III, qui est associé¢ a la triple hélice. Le déplacement



bathochrome de la bande maximale de la NaCMC est di a I’implication de ce dernier dans la

complexation d’une part.

Le suivi de I’influence du pH sur le phénomene de complexation de la gélatine avec la
NaCMC fait apparaitre plusieurs changements dans les spectres dans la gamme de pH étudiés
(4,2-7,0), qui se prononcent avec des déplacements hypsochromes surtout a pH 5,2 et pH 7,0.
Cependant ces déplacements des bandes sont associés a la structure de I’hélice a. Ces
modifications ménent a conclure que la structure de I’hélice a est atteinte par le changement
de pH aussi bien pour le cas de la gélatine seule, que pour la gélatine complexée avec la
NaCMC. D’autre part, on a noté aussi que la bande de 1’amide III est presque inexistante
surtout sous ’effet de CaClz a ces deux pH, ce changement est indicatif d’un grand désordre

dans la gélatine qui est associé a la perte de la triple hélice.

Par ailleurs, La diffraction des rayons X a montré que I’addition de la NaCMC induit la
disparition du premier pic. Ce phénomene de diminution ou bien disparition de ce dernier
correspond a une diminution du diametre inter réticulaire de la triple hélice qui est
directement 1ié au taux d’hélicité de la gélatine. L’ajout de CaClz suivi par cette méthode,

cause aussi la diminution du taux d’hélicité ce qui est en accord avec I’IRTF.

L’analyse polarimétrique confirme que I’addition de la NaCMC a la gélatine varie le pouvoir
diffusant du milieu, ce qui révéle qu’une interaction significative s’est instaurée entre les deux
biopolymeres. Ces interactions sont des forces électrostatiques gouvernant le processus de
complexation.

D’autre part I’ajout de NaCl, CaCl, et du glucose au systtme G/NaCMC ne semble pas
augmenter les valeurs du degré de polarisation en comparaison avec celles obtenues pour le
mélange seul, ceci se prononce nettement sur les spectres IRTF par des déplacements
hypsochromes, ce qui signifie que leur addition conduit a des modifications
conformationnelles locales au niveau de la triple hélice. On peut dire que I'effet de la NaCMC
prédomine plus sur celui de NaCl, CaCl, et de glucose surtout a pH 4,2, car son addition
minimise au maximum ces modifications conformationnelles, tout en favorisant le réle
protecteur de la NaCMC sur la gélatine contre la dénaturation en maintenant sa triple hélice
plus stable.

Pour pouvoir compléter et vérifier les informations structurales fournies par les méthodes
spectrales utilisées dans cette étude, I’hélicit¢ de la gélatine a été aussi mesurée par

polarimétrie, I’effet de la complexation de la gélatine étudiée par cette méthode fait surtout



varier le taux d’hélicité pour le mélange natif ainsi que pour le mélange a différents pH. La

perte la plus marquante pour cette hélice est observée aussi sous ’effet de CaClo.

Enfin une analyse morphologique a été entreprise par microscopie AFM qui montre que la
gélatine présente des pores qui coexistent avec des agrégats. L’addition de la NaCMC conduit
a un comportement différent, qui a révélé que les agrégats et les pores annulaires disparaissent
pour céder la place a une structure fibreuse plus homogeéne. En particulier, il semble que la
NaCMC donne la possibilité a la gélatine pour récupérer la conformation originale de la triple
hélice, tout en favorisant la formation d’un réseau binaire entre la gélatine et la NaCMC.
L’étude morphologique par AFM confirme aussi une imcompatibilité prouvant I’existance
d’une interaction (associative ou ségrégative) entre les deux biopolymeres et qui a été
confirmé par les différentes méthodes spectrales utilisées dans cette étude, ce qui génere une
surface plus rugueuse, surtout en comparaison avec I’image par AFM du film de la gélatine,

se traduisant par 1’augmentation de Ra et Rq.
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Annexe 1

Observations visuelles



Figure Al.1: Observations visuelles pour le
systeme Gnative/NaCMC en fonction de la
concentration a pH 4, 2.

Figure Al.2: Observations visuelles
pour le systeme Gnative/NaCMC a pH 4,2
en présence de NaCl (2M) .

Figure A1.3: Observations visuelles pour le Figure A1.4: Observations visuelles pour le
SyStéme Ghative/ NaCMC a pH 4,2 en Systéme Gnative/NaCMC a pH 4’2 en
présence de (0,3M) de CaCl.. présence de (2M) du glucose.



Figure A1.5: Observations visuelles pour le Figure Al1.6: Observations visuelles pour le
systeme Gnaive/NaCMC en fonction de la systéeme Gnative/NaCMC a pH 5,2 en présence
concentration a pH 5,2. de (2M) de NaCl.

Figure AL1.7: Observations visuelles pour le Figure A1.8:Observations visuelles pour
systéme Gnative/NaCMC & pH 5,2 en le systé,me Ghative/NaCMC a pH 5,2 en
présence de (0,3M) de CaCl,, présence de (2M) du glucose.
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Figure A1.9: Observations visuelles pour le Figure A1.10: Observations visuelles pour
systeme Gnative/NaCMC en fonction de la le systéme Gnative/NaCMC a pH 7,0 en
concentration a pH 7,0. présence de (2M) de NaCl.

Figure A1.11: Observations visuelles pour Figure A1.12: Observations visuelles
le systeme  Grative/NaCMC a pH 7,0 en pour le systéme Gnative/NaCMC a pH 7,0
présence de (0,3M) de CaCl.. en présence de (2M) du glucose.



Annexe 2
Diffractogrammes

rayons X
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Figure A2.1. Diffractogrammes des rayons X de la gélatine native et du mélange natif en

absence et en présence de NaCl, CaCl; et glucose.
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Figure A2.2. Diffractogrammes des rayons X de la gélatine a pH 4,2 et du mélange a pH 4,2
en absence et en présence de NaCl, CaCl et glucose.
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Figure A2.3. Diffractogrammes des rayons X de la gélatine a pH 5,2 et du mélange a pH 5,2
en absence et en présence de NaCl, CaCl; et glucose.
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Figure A2.4. Diffractogrammes des rayons X de la gélatine a pH 7,0 et du mélange a pH 7,0
en absence et en présence de NaCl, CaCl; et glucose.
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Figure A2.5. Diffractogrammes des rayons X de la gélatine native 5%, 2,5%, de la
NaCMC 3% et du mélange natif (G 5% / NaCMC 3%).
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Annexe 3

Polarimétrie



Tableau A3.1. Les valeurs des parameétres optiques de la gélatine seule a pH 4,2 en fonction de la concentration.

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1
0,5133 0,1633 0,1389 0,1116 0,3436 0,1392 0,0987 0,2131 0,1127 0,1203 0,0700 0,0669 0,1930
0,2224 0,0903 0,0747 0,0503 0,1546 0,0660 0,0533 0,0970 0,0597 0,0557 0,0378 0,0453 0,1003

167,5420 | 155,1741 | 118,8766 | 57,9525 | 164,5578 | 46,5403 | 69,1962 | 142,4907 | 55,1527 | 19,0943 | 40,1709 | 39,3320 | 146,7323
Tableau A3.2. Les valeurs des parameétres optiques de la NaCMC seule a pH 4,2 en fonction de la concentration.

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1
0,1587 0,1028 0,0914 0,0882 0,1349 0,1013 0,0861 0,0714 0,0606 0,1179 0,1294 0,1178 0,1724
0,0742 0,0539 0,0594 0,0405 0,0851 0,0517 0,0385 0,0486 0,0330 0,0486 0,0598 0,0397 0,0826
15,9727 31,7238 | 95,4956 | 40,6658 16,9361 57,6067 | 47,1352 | 52,1520 | 70,9690 | 19,7473 | 157,0748 | 32,9577 | 146,5805

Tableau A3.3. Les valeurs des paramétres optiques du systeme Gnative/ NaCMC a pH 4,2 en fonction de la concentration.

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1
0,6623 0,1104 0,0676 0,1007 0,6889 0,0474 0,1236 0,6750 0,1220 | 0,1130 0,0715 0,0622 0,7071
0,0780 0,0277 0,0255 0,0380 0,0552 0,0045 | 0,0384 0,0420 0,0104 0,0350 0,0501 0,0762 0,0872
67,4647 44,4051 | 127,1386 | 11,6643 12,2344 15,6411 | 47,6810 | 37,3504 | 31,1799 | 120,4771 | 43,9246 | 90,0007 | 90,4463




Tableau A3.4. Les valeurs des parameétres optiques de la gélatine seule a pH 5,2 en fonction de la concentration.

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1
0,1429 0,1425 0,1019 0,1428 0,1335 0,1087 0,0948 0,1243 0,1657 0,1077 0,1276 0,1186 0,1179
0,0765 0,0663 0,0646 0,0700 0,0683 0,0563 0,0513 0,0617 0,0806 0,0576 0,0637 0,0635 0,0640
4,7518 151,4679 | 30,6174 | 13,4903 | 85,0703 | 71,2028 | 53,4019 | 51,0357 | 155,9074 | 34,6029 | 118,2623 | 63,5911 | 34,7709

Tableau A3.5. Les valeurs des parameétres optiques de la NaCMC seule a pH 5,2 en fonction de la concentration.

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1
0,1191 0,0299 0,0546 0,0807 0,1776 0,0849 0,1201 0,0568 0,1079 0,0522 0,1161 0,0685 0,1187
0,0533 0,0415 0,0257 0,0289 0,0900 0,0395 0,0549 0,0492 0,0456 0,0429 0,0582 0,0344 0,0680
20,7988 | 61,4623 | 21,3563 | 49,6943 | 47,9363 | 71,0966 | 10,9940 | 40,4166 | 14,4013 | 84,6553 | 154,5853 | 51,7192 | 48,8607

Tableau A3.6. Les valeurs des paramétres optiques du systeme Gnative/ NaCMC a pH 5,2 en fonction de la concentration.

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1
0,6605 0,6773 0,6773 0,6500 0,6283 0,5927 0,5518 0,6516 0,6227 0,6291 0,6523 0,5654 0,6267
0,0593 0,0788 0,0788 0,0396 0,0748 0,0270 0,0330 0,0736 0,0390 0,0405 0,0280 0,0227 0,0852
98,8746 11,4493 | 11,4493 | 38,5417 | 91,3439 | 42,2020 | 66,9928 | 91,0024 | 80,6624 | 41,1602 | 55,4712 | 14,5841 90,8333




Tableau A3.7. Les valeurs des parameétres optiques de la gélatine seule a pH 7,0 en fonction de la concentration.

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1
0,0779 0,0414 0,0498 0,0506 0,0938 0,0865 0,0268 0,0678 0,0119 0,0378 0,0628 0,1067 0,1167
0,0302 0,0224 0,0552 0,0518 0,0270 0,0191 0,0304 0,0443 0,0244 0,0178 0,0800 0,0765 0,1066

173,9741 | 121,6036 | 165,8422 | 100,5725 | 125,6942 | 145,7322 | 171,2848 | 177,7919 | 167,0701 | 81,2007 | 70,7378 | 58,9731 | 109,1572
Tableau A3.8. Les valeurs des parameétres optiques de la NaCMC seule a pH 7,0 en fonction de la concentration.

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1
0,0522 0,0670 0,0644 0,0918 0,1095 0,1044 0,0671 0,0272 0,0165 0,0902 0,0918 0,0406 0,0639
0,0364 0,0484 0,0395 0,0430 0,0529 0,0555 0,0621 0,0264 0,0348 0,0575 0,0405 0,0310 0,0468

178,8070 | 134,2831 | 65,8779 | 36,8251 59,2167 | 114,1975| 35,5384 | 43,2020 39,1275 | 132,5688 | 28,9392 | 89,1608
103,0932
Tableau A3.9. Les valeurs des parametres optiques du systeme Gnative/ NaCMC a pH 7,0 en fonction de la concentration.

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1
0,1509 0,1111 0,0590 0,1097 0,1450 0,0120 0,0652 0,2258 0,0382 0,0542 0,1675 0,1340 0,2988
0,0681 0,0778 0,0665 0,0666 0,0714 0,0781 0,0582 0,0676 0,0633 0,0740 0,0724 0,0535 0,0636

102,2284 | 90,0774 | 106,4912 | 91,6387 | 99,2192 | 118,5566 | 95,1582 | 96,5030 | 100,9261 | 95,2857 | 90,0018 | 90,3340 | 102,5649




Tableau A3.10. Les valeurs des paramétres optiques du systeme Gnative/ NaCMC a pH 4,2 en présence de NaCl (2M).

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1
0,0576 0,0766 0,1478 0,0810 0,0423 0,0588 0,0250 0,0417 0,0555 0,0521 0,0305 0,0557 0,2035
0,0470 0,0568 0,0872 0,0430 0,0099 0,0787 0,0221 0,0257 0,0311 0,0862 0,0419 0,0168 0,0567
85,8094 | 41,6518 | 131,9260 | 105,2964 | 75,7275 28,6235 | 89,7329 87,3616 80,2005 | 49,0272 | 103,9158 | 31,4870 | 82,8921

Tableau A3.11. Les valeurs des parametres optiques du systéme Gnative/ NaCMC a pH 4,2 en présence de CaCl. (0,3M).

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1
0,0631 0,1010 0,0665 0,0857 0,1662 0,1491 0,1563 0,0458 0,0863 0,1107 0,1439 0,0973 0,1123
0,0520 0,0319 0,0291 0,0173 0,0872 0,0466 0,0210 0,0176 0,0292 0,0269 0,0739 0,0267 0,0393

37,5348 | 121,4169 | 66,9602 | 53,8390 | 70,0218 | 44,3066 | 42,4588 | 61,1188 | 111,8880 | 41,8450 | 56,6757 | 64,3738 | 25,6993
Tableau A3.12. Les valeurs des parametres optiques du systéme Gnative/ NaCMC a pH 4,2 en présence du glucose de (2M).

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,75 0,8 0,85 0,9 0,95 1
0,0495 0,0325 0,0700 0,0473 0,1427 0,0381 0,0329 0,0371 0,1287 0,0808 0,0371 0,1370 0,2263
0,0693 0,0145 0,0337 0,0474 0,0452 0,0924 0,0460 0,0292 0,0825 0,0413 0,0442 0,0327 0,1479

166,3615 | 158,1102 | 173,2888 | 153,9859 | 111,5813 | 170,0071 | 130,2014 | 48,4763 | 156,8607 | 138,8041 | 164,6617 | 105,8733 | 101,6877




Tableaux A3.13. Les valeurs de I’angle de rotation de la gélatine native et dénaturée, du
mélange natif et dénaturé a différents pH en absence et en présence de NaCl, CaCl; et du
glucose.

Mélange natif Mélange dénaturé
Composition o4 (%) og (°) a4 (°) og (°)
G 272,5 273,0 272,5 273,0
G/NaCMC 273,0 272,5 272,0 273,5
G/NaCMC/NacCl 272,5 273,0 272,5 272,5
G/NaCMC/CaCl; 272,5 272,0 272,0 272,5
G/NaCMC/glu 272,5 273,0 273,5 273,0
Mélange natif a pH 4,2 Mélange dénaturé a pH 4,2
Composition aq(°) ag (°) ad(°) ag(°)
G 273,5 272,5 272,5 273,0
G/NaCMC 272,5 272,0 272,5 273,0
G/NaCMC/NacCl 272,5 273,5 272,5 273,0
G/NaCMC/CaCl; 272,5 272,5 272,5 272,0
G/NaCMC/glu 272,5 273,0 272,5 272,5
Mélange natif a pH 5,2 Mélange dénaturé a pH 5,2
Composition o4 (°) o (°) a4 (°) og (°)
G 273,0 273,5 273,0 273,0
G/NaCMC 273,0 273,0 272,5 273,0
G/NaCMC/NacCl 273,0 272,5 272,5 273,0
G/NaCMC/CaCl; 272,5 272,5 273,0 272,5
G/NaCMC/glu 273,0 272,0 273,5 273,0

Mélange natif a pH 7,0 Mélange dénaturé a pH 7,0
Composition aq(°) ag (°) ad(°) ag(°)
G 273,0 272,5 272,5 272,5
G/NaCMC 273,0 273,0 273,0 273,0
G/NaCMC/Nacl 272,0 273,0 273,0 273,0
G/NaCMC/CaCl; 272,5 273,0 273,0 273,0
G/NaCMC/glu 273,0 273,0 273,0 273,0




Tableau A3.14. Les valeurs des angles droits et gauches de la NaCMC native et a différents

pH, ainsi que du NaCl, CaCl, et du glucose.

Composition o (°) g (°)
NaCMC native 272,5 273,0
NaCMC pH4,2 272,5 272,0
NaCMC phs,2 272,5 272,5
NaCMC pH7,0 272,0 272,5
NacCl 272,0 273,0
CaCl: 272,5 272,0
glucose 274,0 273,5
» Calcul de I’angle de rotation :
a, — a,
a=-"2_° >

Tableaux A3.15. Les valeurs de I’angle de rotation de la gélatine native et dénaturée, du
mélange natif et dénaturé a différents pH en absence et en présence de NaCl, CaCl; et du

glucose.

Mélange natif Mélange dénaturé

Composition a(®) a(®)

G -0,25 -0,25

G/NaCcMC 0,25 -0,50

G/NaCMC/NacCl -0,25 0,00

G/NaCMC/CaCl, 0,25 -0,25

G/NaCMC/glu -0,25 -0,25

Composition

Mélange natif a pH 4,2

Mélange dénaturé a pH 4,2

a(®)

a(®)

G 0,25 -0,25
G/NaCMC 0,25 -0,25
G/NaCMC/NacCl -0,25 -0,25
G/NaCMC/CaCl; 0,00 0,25
G/NaCMC/glu -0,25 0,00




Mélange natif a pH 5,2 Mélange dénaturé a pH 5,2
Composition a(®) a(®)
G -0,25 0,00
G/NaCcMC -0,25 -0,25
G/NaCMC/NacCl 0,25 -0,25
G/NaCMC/CaCl; 0,00 0,25
G/NaCMC/glu 0,50 0,25

Mélange natif a pH 7,0 Mélange dénaturé a pH 7,0
Composition a(®) a(®)
G 0,25 0,00
G/NaCMC 0,25 0,00
G/NaCMC/NacCl 0,00 0,00
G/NaCMC/cCaCl; -0,25 -0,25
G/NaCMC/glu 0,00 0,00

Tableau A3.16. Les valeurs de 1’angle de rotation de la
NaCMC native et a différents pH ainsi que du NaCl, CaCl;
et du glucose.

Composition o)
NaCMC native -0,25
NaCMC pha2 0,25
NaCMC phs.2 0,00
NaCMC pH 7.0 -0,25
NacCl -0,50
CaCl; 0,25
glucose 0,25




Annexe 4
Microscope a force atomique
(AFM)
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Figure A4.1: Image par AFM, les valeurs de Ra et Rq et les dimensions des
différentes particules de la gélatine native.
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Whole Lrea
Total Area &t B502 9336 um?
Roughness Avg. Za; 117 2502 nm
oot mean sousare S 201 1451 nm
Ten Paointz Height =z 46735095 nm
Range =r; 5265 8530 nm
O 60, 33u

Figure A4.2: Image par AFM et les valeurs de Ra et Rq de la NaCMC native.



Roughness Measurement
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Figure A4.3: Image par AFM et les valeurs de Ra et Rg du mélange (G/NaCMC)h.
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Figure A4.4: Image par AFM, les valeurs de Ra et Rq et les dimensions des différentes
particules du mélange (Gn/NaCl).
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Figure A4.5: Image par AFM, les valeurs de Ra et Rq et les dimensions des différentes
particules du mélange (G/NaCMC) » /NaCl.
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Figure A4.6: Image par AFM, les valeurs de Ra et Rq et les dimensions des différentes
particules du mélange(G/NaCMC) /CaCls.
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Figure A4.7: Image par AFM et les valeurs de Ra et Rq du mélange (G/NaCMC) n /glucose.



Roughness Measurement
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Figure A4.8: Image par AFM et les valeurs de Ra et Rq de la gélatine & pH 4,2 (G ph42).
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Figure A4.9: Image par AFM, les valeurs de Ra et Rq et les dimensions des différentes
particules du mélange (G/NaCMC) pH 4,2.
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Figure A4.10: Image par AFM, les valeurs de Ra et Rq et les dimensions des différentes
particules du mélange (G/NaCMC) pH 4,2/NaCl.
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Figure A4.11: Image par AFM et les valeurs de Ra et Rq du mélange
(G/NaCMC) pH 4,2 /CaCl..



Roughness Measurement
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Figure A4.12: Image par AFM, les valeurs de Ra et Rq et les dimensions des différentes
particules du mélange (G/NaCMC) pH 4.2 /glucose.



Résumé

La complexation des biopolyméres et la compréhension du mécanisme de formation des
complexes dans différentes conditions de milieu sont essentielles si I’on veut prévoir et
améliorer les propriétés techno fonctionnelles des complexes. En effet, il a été montré que les
propriétés fonctionnelles des biopolyméres complexés eétaient supérieures a celles des
biopolymeéres seuls et que les domaines d’utilisation de ces assemblages macromoléculaires
complexes éetaient multiples.

Le but est de comprendre les mécanismes possibles mis en jeu en fonction de la nature des
mélanges obtenus. D’un point de vue fondamental, il est clair que 1’effet protecteur de la
carboxymethylcellulose sodique sur la gélatine et les modifications conformationnelles de
I’hélice-a sont fortement influencés par la nature du milieu. L’objectif de ce travail est de
minimiser au maximum les changements de structure de I’hélice-o. pour maintenir la gélatine
plus stable et la protéger contre la dénaturation qui se manifeste durant les procédés de
transformations notamment dans le domaine alimentaire. Ceci peut étre suivi par différentes
méthodes spectrales et microscopiques telles que 1’UV-Vis, diagrammes de phases,
électrophorese, IRTF, DRX, polarimétrie et AFM.

Mots Clefs: gélatine, carboxyméthylcellulose sodique, hélice a, IRTF, DRX,
polarimétrie et AFM.



Résumé

La complexation des biopolyméres et la compréhension du mécanisme de formation des complexes
dans différentes conditions de milieu sont essentielles si I’on veut prévoir et améliorer les propriétés
techno fonctionnelles des complexes. En effet il a été montré que les propriétés fonctionnelles des
biopolyméres complexés étaient supérieures a celles des biopolyméres seuls et que les domaines
d’utilisation de ces assemblages macromoléculaires complexes étaient multiples.

Le but est de comprendre les mécanismes possibles mis en jeu en fonction de la nature des mélanges
obtenus. D’un point de vue fondamental, il est clair que 1’effet protecteur de la carboxyméthylcellulose
sodique sur la gélatine et les modifications conformationnelles de I’hélice-a sont fortement influencés
par la nature du milieu. L’objectif de ce travail est de minimiser au maximum les changements de
structure de 1’hélice-o pour maintenir la gélatine plus stable et la protéger contre la dénaturation qui se
manifeste durant les procédés de transformations notamment dans le domaine alimentaire. Ceci peut
étre suivi par différentes méthodes spectrales et microscopiques telles que I’UV-Vis, diagrammes de
phase, électrophorése, IRTF, DRX, polarimétrie et AFM.

Mots Clefs: gelatine, carboxyméthylcellulose sodique, hélice-a, IRTF, DRX,
polarimétrie et AFM.

Abstract

Biopolymer complexation and understanding of the complex formation mechanism in different
environmental conditions are essential for preventing and improving techno-functional properties of
complexes. Indeed, the functional properties of complexed biopolymers were shown to be higher than
those of biopolymers alone, and the use fields of these complex macromolecular assemblies are
multiple.

The aim of this work is to understand the possible mechanisms used depending on the nature of the
obtained mixtures. According to a fundamental point of view, it is obvious that the protecting effect of
sodium carboxymethylcellulose (NaCMC) on gelatin and the o -helix conformational modifications
are strongly influenced by the nature of the medium. The objective of this work is to minimize as
possible the structure changes of a-helix to maintain gelatin more stable and to protect it against
denaturation that appears during the transformation processes especially in the food industry. This may
be followed by various spectral and microscopic methods such as UV-Vis, phase diagrams,
electrophoresis, FTIR, XRD, polarimetry and AFM.

Keywords: gelatin, sodium carboxymethylcellulose, a-helix, FTIR, XRD, polarimetry
and AFM.

uadla

Cmanty 5l iy US 13 (gygpn Ll Adbial) ) Cag (8 CUSHal)l JS AT agd cdsall el S5
el o el il A 5a dygiall el gall Al ) ailiadll of ¢ 8 @8l 3 L claieall Ayl )30 al A
dagh o halde) lgle doantl) Saall UV agh g8 Caagll Lsanaie sataal) DL oda plasiud oy claasy dygall
dlall e agaseal) Selile dise nSoSl S5l 30 ) i) e ] Zali ey e Jeastiall LIS
aanall de g as 5l 0 g slally Adlaiall il

Llee o1 Giany A sl an \gilans Sl ST Glall e Lliall o oilall JSi & bl QWS s Ldoa
Glhbis UV-ViS Jie dpgadly gl Ghall Cilise ddaulsy o3 JS gl oS 223V gl 8 Lagad Jsail
AFM (i) FTIR , XRD ¢ byl (Dol ¢ila yal)
AFM 5 i) (DRX (RTF ¢ o gsilall casmpall Solshu Jfie a5 KU ¢l :dalidal) culalsl



